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Streszczenie: Zainteresowanie badaniem wlasciwosci chitosanow motywowane jest ich zdolnoscia do wiazania metali
cigzkich i toksycznych. Daje to szerokie mozliwos$ci zastosowan w takich dziedzinach jak: biomedycyna, ekologia czy
przemyst spozywczy. Chitosany sa produktem reakcji deacetylacji chityny, ktora pozyskiwana jest glownie z pancerzy
skorupiakoéw morskich. Obydwa materiaty sa waznymi naturalnymi polimerami. Biopolimery zawierajace Fe sa obec-
nie intensywnie badane, jako perspektywiczne nosniki lekow, z kontrolowanym uwalnianiem substancji aktywnych.
Pomimo intensywnych badan nad procesem wigzania metali w chitosanch, wciaz nie ma jasnosci, co do koordynacji
metali w tych zwiazkach. W prezentowanej pracy podj¢to probg wyznaczenia koordynacji metalu w chitosanach z
krzyzowo potaczonymi atomami zelaza. Wykorzystano w tym celu technike absorpcji rentgenowskiej (ang. X-Ray Ab-
sorption Spectroscopy; XANES oraz EXAFS) ze wzgledu na jej selektywno$¢ na rodzaj atomu.

X-ray Absorption Spectroscopy investigation of Fe in metal-chitosan complexes.

Abstract: The scientific interest in metallo-organic chelating compounds is motivated by possibility of biomedical,
ecological and industrial applications. The present studies are concentrated on iron-chitosan complexes. Chitosan is N-
deacetylated product of chitin. Chitin is obtained in large quantities from crustacean shells (waste products of seafood
processing industries). Both materials are significant natural polymers. Nowadays, the iron containing biopolymers are
examined as possible useful drug carriers and controlled release beads for various model of drugs. In spite of intensive
studies of the process of metal bonding in chitosans there is still no clear how metals are bound and what their coordi-
nation in chitosan is. In the presented paper the X-ray Absorption Spectroscopy - XAS (EXAFS and XANES) was

used to study Fe-chitosan complexes due to it is selectivity on the kind of studied atom.

1. Wstep

Chitosan jest poliaminosacharydem powstajacym w wyniku
reakcji deacetylacji chityny, bedacej naturalnie wystgpuja-
cym polimerem. Pozyskuje si¢ ja migdzy innymi z pancerzy
skorupiakéw morskich. Takie wtasnosci chitosanu jak: bio-
kompatybilnos¢, bioaktywnos$¢, tatwa biodegradacja, a
szczegblnie zdolno$¢ do wigzania w swojq struktur¢ metali
cigzkich i toksycznych czynia go szczegdlnie przydatnym w
roznorodnych dziedzinach i procesach takich jak: biomedy-
cyna, kosmetyka, przetwarzanie zywno$ci czy oczyszczanie
wod z zanieczyszczen metalicznych [1].

Przedmiotem analizy byt chitosan z krzyzowo potaczo-
nymi atomami Zelaza (ang. Fe crosslinked chitosan). Proces
krzyzowego taczenia chitosanow ma na celu zwigkszenie
wydajnosci wiazania metali w ich strukturg. Wydajnos¢ ta
jest z reguty odwrotnie proporcjonalna do stopnia skrzyzo-
wania [2]. Dodatkowo dowiedziono, ze krzyzowo potaczony
chitosan zawierajacy Fe wykazuje wlasciwo$ci magnetyczne
[3], co stwarza mozliwo$ci zastosowania go w medycynie.
Prowadzone sa badania nad przylaczaniem do tych polime-
row aktywnych komponentéw lekarstw, oraz ich magne-
tycznym transportem w organizmach zywych.

Pomimo intensywnych badan, ciagle nie ma jasnosci, co
do najblizszego otoczenia wiazanych metali w chitosanach.
Dane literaturowe bazujace na badaniach Mdssbauerowskich
[4, 5] wskazuja, ze w analizowanym chitosanie Zelazo po-
winno mie¢ koordynacje pigcio lub szesciokrotna. Metoda
absorpcji rentgenowskiej (ang. X-ray Absorption Spectro-
scopy), ze wzgledu na jej lokalny charakter wydaje sig uzy-
tecznym narzgdziem do wyznaczenia najblizszego otoczenia
zelaza.

Rentgenowskie widmo absorpcyjne rozdziela si¢ na dwa
podobszary. Pierwszy z nich to struktura bliska krawedzi
absorpcji, zawierajaca si¢ w przedziale od 30 eV przed kra-
wedzia i1 rozciagajaca si¢ do 50 eV za krawegdzia. Obszar ten
nazywany jest XANES (ang. X-ray Absorption Near Edge
Structure). XANES dostarcza informacji na temat stanu
chemicznego badanego pierwiastka oraz jego konfiguracji
elektronowej. Wiedzac, ze ksztalt widma XANES jest ,,odci-
skiem” jego wiazania chemicznego, mozna okresli¢ stopien
jonowosci badanego pierwiastka poprzez porownanie widm
eksperymentalnych z widmami materialow referencyjnych, o
znanym stopniu jonowo$ci. Zmiana stopnia utlenienia prze-
suwa energetycznie potozenie krawedzi absorpcji [6, 7, 8].



Synchrotron Radiation in Natural Science Vol. 5, No 3 (2006)

Drugi obszar dostarcza informacji o rozciagnigtej subtel-
nej strukturze widma absorpcyjnego promieniowania X
(ang. Extended X-ray Absorption Fine Structure, EXAFS) i
pokrywa obszar od 50 eV do okoto 1000 eV za krawedzia.
EXAFS ze wzgledu na selektywno$¢ pozwala otrzymac
krzywa rozkladu radialnego atomow niezaleznie dla kazdego
pierwiastka wchodzacego w sktad probki. Technika ta po-
zwala nie tylko wyznaczy¢ dlugosci wiazan i liczbg koordy-
nacyjna na podstawie rozkladu radialnego atomoéw, lecz
réwniez rodzaj atoméw w otoczeniu atomu absorbujacego
[91.

Zarowno XANES jak i EXAFS sa technikami selektyw-
nymi ze wzgledu na rodzaj atomu. W celu zarejestrowania
widma absorpcyjnego nalezy energi¢ promieniowania rent-
genowskiego dostroi¢ do rezonansu z wybrana powloka
atomu. Dlatego konieczne jest stosowanie promieniowania
synchrotronowego, ktore dzigki swoim unikatowym witasci-
wosciom pozwala wybrac¢ energi¢ i zmienia¢ ja w szerokim
zakresie.

Motywacja zastosowania technik absorpcji rentgenow-
skiej do badania chitosanu krzyzowo potaczonego z zela-
zem, byla mozliwo$¢ uzyskania informacji na temat stopnia
jonowosci zelaza, oraz rozktadu radialnego atomoéw wokot
zelaza w pierwszej strefie koordynacyjne;.

Dodatkowa motywacja byt brak doniesien literaturowych
na temat tego rodzaju badan.

2. Eksperyment

Badanym materiatem byt chitosan krzyzowo potaczony z
atomami zelaza. Preparatyka materiatu byta nastgpujaca:
chitosan byt rozpuszczany w 0.1 molowym roztworze
Fe(NO); przez 4 godziny. Uzyskany materiat zostat przefil-
trowany i wyplukany w acetonie w celu usunigcia nadmiaru
Fe(NO); i ostatecznie wysuszony w prozni. Nastepnie pro-
szek przez 2 godziny pozostawal w acetonie zawierajacym
15% aldehydu glutarowego. Chemiczne krzyzowanie chito-
sanu z aldehydem glutarowym zachodzi na zasadzie reakcji
Shiffa i polega na potaczeniu grup aldehydowych aldehydu
glutarowego z grupami aminowymi chitosanu [4].

W rezultacie otrzymano krzyzowo potaczony chitosan z
zelazem CH-Fe-CL o zawartosci zelaza 118 mg/g, w formie
proszkowe;.

Pomiary absorpcyjne dla krawedzi K zelaza zostaly
przeprowadzone na stacji Al w Hasylab (Ham-
burg, Niemcy). Widma zostaly zarejestrowane za pomoca
detekcji  fluorescencyjnej  przy  uzyciu  siedmio-
elementowego detektora potprzewodnikowego Si(Li). W
celu dostrojenia energii wiazki stosowano dwukrystaliczny
monochromator krzemowy z orientacja plaszczyzn (111).
Pomiary przeprowadzono w temperaturze cieklego azotu w
celu zminimalizowania drgan termicznych. Chitosan zostat
roOwnomiernie rozprowadzony na dwustronnej ta§mie we-
glowej, a nastepnie tak przygotowana probka byla umiesz-
czona w wiazce promieniowania synchrotronowego.

3. Wyniki
W celu uzyskania informacji na temat stanu chemicznego
zelaza w chitosanie, wykonano pomiary widm XANES za-

réwno chitosanu jak i tlenkoéw zelaza, bedacych materiatami
referencyjnymi na réznych stopniach utlenienia. Zmierzono
tlenek Fe,O; gdzie zelazo wystgpuje w postaci jonu Fe**
oraz FeO, gdzie zelazo wystepuje w postaci jonu Fe”".

Aby porowna¢ widma XANES badanego materiatu z
widmami referencyjnymi nalezy przygotowaé wszystkie
widma eksperymentalne w jednakowy sposob. Do odjgcia tta
i znormalizowania widm wykorzystano ogoélno dostgpny
program XANDA [10].

Tto zostalo odjete poprzez aproksymacje¢ linia prosta i
normalizacj¢ w kilku punktach na gtadkiej czgsci krzywej
absorpcji poza krawedzia absorpcji. Rysunek 1 przedstawia
znormalizowane widma chitosanu, Fe,O; i FeO. Z poréwna-
nia tych widm wynika, iz zelazo jest na trzecim stopniu utle-
nienia (Fe®").

Do analizy widm EXAFS skorzystano z programow
Athena i Artemis [11], wykorzystujacych pakiet analityczny
IFEFFIT. Teoretyczne amplitudy i fazy dla $ciezek rozpra-
szania Fe — O oraz Fe — N, zostaly policzone za pomoca
programu FEFF 8.2 [12, 13].

Chitosan zwiazuje w swoja strukturg metale najlepiej ze
wszystkich znanych polimeréw. Tg¢ wlasno$¢ laczy si¢ z
wystepujacymi w jego strukturze grupami aminowymi —NH,
(Rys. 2). W literaturze rozwaza si¢ rozne mozliwosci wigza-
nia si¢ metali ze struktura chitosanu. Jedna z nich jest tacze-
nie si¢ pojedynczego atomu metalu z grupa aminowa tzw.
ang. ,pendant model”, w drugim natomiast proponuje sie
koordynacj¢ atoméw metalu z kilkoma grupami aminowymi,
tego samego badz roznych tancuchéw polimeru (tzw. ang.
,the bridge or chelating model”) [14, 15]. Niedawne badania
Mossbauerowskie chitosanéw zawierajacych cyng i zelazo
wykazaly, iz zar6wno grupy —NH, jak i —OH, sa odpowie-
dzialne za zwiazywanie metali w tych polimerach [16]. Do-
datkowo zasugerowano, ze Fe’* ma koordynacje pieé¢ lub
szes¢.
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Rys. 1. Poréwnanie znormalizowanych widm XANES
chitosanu i zwigzkow referencyjnych.
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Rys. 2. Struktura chitosanu.

Informacje te postuzyly do przygotowania modelu, ktory
zostal zastosowany do dopasowania pierwszej strefy koor-
dynacyjnej chitosanu z krzyzowo potaczonymi atomami
zelaza. Rozwazania zostaty ograniczone do pierwszej strefy,
ze wzgledu na fakt, iz poza pierwsza strefa w strukturze
chitosanu obserwuje si¢ duzy nieporzadek strukturalny.
Analizowano kilka réznych modeli w réznych koordyna-
cjach. Najlepszym przyblizeniem okazat si¢ model z pigcio-
ma atomami w najblizszym otoczeniu zelaza.

W celu zachowania jednakowego bledu systematycznego
w trakcie analizy, wszystkie dane byly traktowane w jedna-
kowy sposob. Czynnik redukujacy amplitude s? oszacowa-

no na poczatku dopasowywania przy stalej ilosci atomow i
odlegtosciach migdzy nimi w pierwszej strefie 1 wynidst
0.68. Funkcja oscylacji y(k) zostata pomnozona przez wek-
tor falowy fotoelektronu podniesiony do potegi trzeciej, K.
Transformatg Fouriera policzono uzywajac funkcji filtrujacej

Hanninga. Zakres wektora funkcji falowej fotoelektronu (K )
dla transformaty Fouriera wyniost od 2.54 do 12.04 [A™], a
zakres transformaty odwrotnej R od 0.84 do 1.94 [A].

W Tabeli 1 zebrano wyniki dopasowania. Btedy do pa-
rametréw dopasowania zostaly oszacowane w programie
Artemis. Otrzymane wyniki pozwolity ustali¢, iz zelazo w
badanym chitosanie ma koordynacje bliska pigciu atomow.
W pierwszej strefie koordynacyjnej znajduja si¢ 3 atomy
tlenu (O) w odlegtosci 1.96 A oraz nieco dalej 2 atomy azotu
(N) w odlegtosci 2.12 A. Stosunkowo duzy btad wyznacze-
nia amplitudy i czynnika Debye-Wallera oraz ich zachowa-
nie w trakcie rozwazania r6znych modeli wskazuje na moz-
liwo$¢ istnienia atoméw Fe, ktore posiadaja 2 grupy OH w
odlegtosci 1.94 A i odpowiednio trzy grupy aminowe w
odlegtosci 2.09 A. Ustalenie liczby jednej z grup powoduje
znaczne zmniejszenie bledu (do +0.3) wyznaczenia liczby
grup drugiego rodzaju przy takim samym czynniku dopaso-
wania modelu do danych eksperymentalnych. Natomiast
zwigkszenie koordynacji do szesciu prowadzi do niefizycz-
nych parametrow modelu. Czynnik dopasowania modelu do
eksperymentu (R-factor) wynosi 0.008. Rysunek 3 przedsta-
wia widmo eksperymentalne wraz z dopasowanym modelem
oraz §ciezki rozpraszania na atomach tlenu i azotu w prze-
strzeni R, natomiast na Rysunku 4 pokazano wyniki dopa-
sowania transformaty odwrotnej pierwszej strefy koordyna-

cyjnej widma doswiadczalnego w przestrzeni K.

Tabela 1. Dlugos¢ wiazan R, ilos¢ atomow N, czynnik
Debye-Wallera o, i czynnik dopasowania teorii do ekspe-
rymentu dla pierwszej strefy koordynacyjnej chitosanu.

T . . Czynnik dopa-
wigmia R N o ¥ sowania

® (R—factor)

Fe—0  OTE a0i4082 0,004 40002
0.001

Fe-N 2122% 9004095  0.006+0.005 o

o 0004 200035 000620

Chitosan
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= Wynik dopasowania
< Fe-N
Fe-O

Rys. 3. Rozktad radialny atoméw dla chitosanu wraz
z wynikiem dopasowania, oraz $ciezkami rozprasza-
nia na atomach tlenu i azotu, policzonymi za pomoca

programu FEFF 8.2.

Re [1(9)] (A®)

—— Chitosan
Wynik dopasowania

Rys. 4. Porownanie wyniku dopasowania z ekspery-
mentem w przestrzeni wektora falowego.
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4. Whnioski

Zastosowanie do analizy chitosanu, z krzyzowo potaczony-
mi atomami zelaza, absorpcji rentgenowskiej dato wiary-
godne rezultaty. Analiza widm XANES potwierdzita stopien
utlenienia zelaza +3 w tym materiale, co jest zgodne z ocze-
kiwaniami. Potwierdzita, réwniez stuszno$¢ modelu zakta-
dajacego mozliwos$¢ taczenia si¢ atomu zelaza z kilkoma
grupami aminowymi. Z przeprowadzonej analizy wynika, ze
koordynacja atomu zelaza jest bliska 5, natomiast czgs$¢
atoméw zelaza w pierwszej strefie posiada trzy grupy ami-
nowe i dwie OH, a czg$¢ dwie grupy aminowe i trzy OH.
Grupy te w kazdym przypadku znajduja si¢ w nieco innych
odlegtosciach. Natomiast zawsze grupy OH potozone sa
blizej atomu Fe niz grupy NH. Zalozenie koordynacji 6 pro-
wadzito do niefizycznego modelu. Koordynacja taka nie
wystepuje, wige w znaczacej ilosci w badanej probcee.
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