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SAZETAK

Poli(mlije¢na kiselina) (PLA), alifatski je poliester izgraden od monomera mlijecne kiseline.
Zbog svojih dobrih svojstava te biokompatibilnosti pronasla je primjenu u brojnim
aplikacijama, medu najvaznijima u medicini. PLA podlozna je brojnim mehanizmima
razgradnje kao S$to su hidroliza, mikrobioloska, fotokemijska, toplinska i enzimska razgradnja.
Ipak, najvazniji mehanizam razgradnje PLA je hidroliza koja se temelji na kidanju esterskih
veza u PLA te cijepanju polimernih lanaca, ulasku vode u strukturu te zatim na razgradnji
oligomera do mlije¢ne kiseline 1 u konacnici do vode 1 ugljikovog dioksida. Cilj ovog
istrazivanja bio je pratiti hidroliticku razgradnju poli(mlije¢ne kiseline) — (tehnickog-PLA,
medicinskog praha-PLA i medicinskog filamenta-PLA) koja se koristi kao polimerna matrica
kompozitnih materijala. Eksperimenti su provedeni u mediju koji simulira fizioloski sastav,
kako bi se oponaSali uvjeti u ljudskom tijelu tijekom vremenskog razdoblja od dva, Cetiri, Sest
1 osam tjedana. IstraZen je utjecaj hidroliticke razgradnje na strukturu i svojstva PLA matrice.
Karakterizacija uzoraka prije 1 nakon razgradnje provedena je pomocu diferencijalne
pretrazne kalorimetrije (DSC), pretrazne elektronske mikroskopije (SEM) 1 mjerenja
promjene mase. Ova analiza omogucila je detaljan uvid u toplinska svojstva, morfoloske
promjene 1 gubitak mase PLA matrice tijekom razgradnje, pruzaju¢i vazne informacije o
njenoj otpornosti i potencijalnoj primjeni u medicinskim uredajima i1 biomedicinskim

aplikacijama.

Kljucne rijeci: PLA matrica, hidroliti¢ka razgradnja, struktura, toplinska svojstva



ABSTRACT

Thermal properties of composites with poly(lactic acid) matrix

Poly(lactic acid) (PLA) is an aliphatic polyester made of lactic acid monomers. Because of
good properties and biocompatibility, PLA found its use in many applications, most
importantly in medicine. PLA is prone to several degradation mechanisms, such as hydrolysis,
microbiological, photochemical, thermal and enzymatic degradation. However, the most
important PLA degradation mechanism is hydrolysis which is based on the cleavage of the
ester bonds initiated by the diffusion of water in the PLA structure, then degrading from
oligomers to lactic acid and ultimately to water and carbon dioxide. The aim of this research
was to follow the hydrolytic degradation of poly(lactic acid) composites — based on technical-
grade PLA, medical-grade PLA powder and medical-grade PLA filament. Experiments were
conducted in media that simulate the physiological environment so it can imitate human body
conditions during the period of two, four, six and eight weeks. The influence of hydrolytic
degradation on the structure and properties of composites with PLA-matrix was investigated.
Characterization of samples before and after degradation was made by Differential Scanning
Calorimetry (DSC), Scanning Electron Microscope (SEM), and measuring change of mass.
This analysis provided a detailed view into thermal properties, morphological changes and
mass loss of composites throughout degradation, giving important information about their

resistance and potential use in medical instruments and biomedical applications.

Key words: PLA-matrix, hydrolytic degradation, structure, thermal properties
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1. UVOD

U danas$njem svijetu, obnovljivost i odrzivi razvoj sve su ¢eS¢e upotrebljavani pojmovi, a
razlog tome je u brojnim klimatskim promjenama. Ujedinjeni Narodi definiraju odrzivi razvoj
kao nacin proizvodnje koji zadovoljava potrebe sadasnjeg vremena bez da kompromitira
mogucnost da buduce generacije zadovolje svoje potrebe. Sve viSe se upotrebljava nacin

(13 b4

dizajniranja 1 proizvodnje koji se moze objasniti frazom ,,0d kolijevke do groba®, §to govori
kako svaki proizvod treba imati svoj ,,zavrSetak Zivota“ odnosno nacin kako ga razgraditi.
Jedna od takvih tvari, ¢ija ju biorazgradljivost 1 obnovljivost, kao 1 pozZeljna svojstva Cine
vaznom komponentom u brojnim aplikacijama, je poli(mlije¢na kiselina)- PLA.! Kako je
receno, vaznost PLA ogleda se u brojnim aplikacijama, a medu vaZnijima svakako je primjena
u medicini. Primarno se u medicini koristi u inzenjerstvu tkiva te kao potpora zarastanju rana.
Svoju primjenu u organizmu temelji na biokompatibilnosti i jednostavnoj hidrolizi pri kojoj
nastaju netoksiéni produkti.’> Upravo je hidroliticka razgradnja specifi¢nih tipova PLA tema

ovog rada, u kojoj ¢e se njen utjecaj na svojstva materijala detaljnije razraditi.



2. OPCI DIO

2.1 Biorazgradljivi polimeri

Jedan od najvaznijih izazova svijeta danasnjice je ocCuvanje okoliSa. Ekoloski osvijeSteni
znanstvenici preteca su tog oCuvanja u buducnosti, a biorazgradljivi polimeri imaju u tom
smislu neizmjernu ulogu. Vecina danasnjih polimera je uglavnom sintetskog porijekla
proizvedena iz petrokemijskih komponenti. Takvi polimeri, dugog Zivotnog vijeka, Cesto
zagaduju okoli§ Sto itekako negativno utjeCe na Zivi sustav u njemu. Klasi¢an primjer takvog
utjecaja su neprimjereno bacene nerazgradive plasticne vrecice koje zagaduju morski svijet.
Veliki problem takvih nerazgradljivih polimera lezi 1 u tome §to je njihova primjena najcesce
kratkog vijeka gdje se nakon toga ocekuje njihova primjerena razgradnja i recikliranje, koja
tro$i mnogo novca i energije te ekoloski nije odrziva. Upravo se zbog navedenih problema
javlja velika potreba za biorazgradljivim polimerima koji ¢e pruziti jednako dobru funkciju, a
biti ekoloski prihvatljivi u smislu njihove razgradnje s manje ili nimalo zagadivanja okolisa'.
Biorazgradljivi polimeri se najes¢e dijele u dvije glavne skupine, prirodni i sintetski
polimeri, ovisno o njihov izvoru. Opcenito govoreci, sintetski polimeri imaju brojne prednosti
nad prirodnim zbog Sirokog spektra primjene, specificnih mehani¢kih svojstava, ali i
mogucnosti modificiranja degradacije ovisno o zeljenoj potrebi. Iako i prirodni polimeri imaju
zanimljiva 1 pozeljna svojstva poput biokompatibilnosti, zbog moguc¢ih nepozeljnih svojstava
poput antigenosti nisu dovoljno istraZivani, a samim time nisu ni dovoljno primjenjivani i
pozeljni kao sintetski biopolimeri.> Podjela biorazgradljivih polimera moZe se vidjeti na Slici
1. Prirodni polimeri podijeljeni su na polisaharide koje ¢ine Skrob, celuloza, itd. te na proteine
koje ¢ine kolagen, zelatina i albumin. Od sintetskih polimera vazni su poliesteri, a posebice
skupina poli(alfa-hidroksi kiselina). Skupina poli(alfa-hidroksi kiselina) jedna je od
najistrazivanijih skupina biopolimera, posebice u podru¢ju biomedicine zbog izvrsnih
svojstava biokompatibilnosti. U tu skupinu uz poli(mlije¢nu kiselinu) PLA, pripada i1
poli(glikolna kiselina) te wveliki broj njihovih kopolimera (poli(mlije¢na-ko-glikolna

kiselina)).?
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Slika 1. Klasifikacija biorazgradljivih polimera’

Biopolimeri su pronasli svoju primjenu na brojnim poljima, od kojih je jedno od najvaznijih
biomedicina. Vaznost primjene biopolimera u biomedicini i zdravstvu temelji se na njihovoj
biodegradaciji tj. nastajanju netoksi¢nih produkata koji nece poremetiti fiziolosko okruzenje u
odredenoj primjeni. Neke od medicinskih primjena u kojima biopolimeri imaju potencijalno
djelovanje su dostava lijekova raznim putevima (peroralni, parenteralni, itd.), razvoju i
potpori tkiva, genskoj terapiji, regenerativnoj medicini, privcemenim implantatima, oblaganju
implantata, itd. Glavni kriteriji kod odabira biopolimera su prikladnost mehanickih svojstava,
stupanj degradacije ovisno o vrsti aplikacije, netoksi¢nost produkata degradacije,
biokompatibilnost te cijena. Znac¢ajnija primjena biopolimera u biomedicinske svrhe pojavila
se jo§ 1960-ih godina kada su se u raznim operativhim zahvatima poceli koristiti
biorazgradljivi konci na temelju biopolimera. Primjena citostatika kod onkoloskih bolesnika
takoder je omogucila prostor za implementaciju biopolimera. Abraxane je komercijalni lijek
koji je vezanjem biopolimera albumina na genericki lijek paklitaksel poboljSao svojstva i

djelotvornost aktivne komponente.



2.2 Poli(mlije¢na kiselina)-PLA

Poli(mlije¢na kiselina) (PLA), kako je ve¢ spomenuto, pripada skupini alifatskih poliestera
izgradenih od alfa-hidroksi kiselina. Polimernu strukturu ¢ini monomer mlije¢ne kiseline koja
igra vaznu ulogu u sintezi i svojstvima poli(mlije¢ne kiseline).? Utjecaj stereokemije mlije¢ne

kiseline na strukturu i svojstva PLA je velik i bit ée obraden u sljede¢im poglavljima.*

2.2.1 Mlije¢na (laktatna) kiselina-LA

Mlije¢na, odnosno laktatna kiselina je 2-hidroksipropanoi¢na kiselina koja se pojavljuje u
obliku dva opti¢ka izomera, L(+) 1 D(-) enantiomera (Slika 2.). L-mlijecna kiselina se moze
proizvesti 1 metabolizirati i u organizmu ¢ovjeka i s pomocu L-laktat dehidrogenaze. Upravo
je zbog toga L-mlije¢na kiselina pozeljna u in vivo aplikacijama. Opcenito se mlijeCna
kiselina koristi u brojnim svrhama, medu koje se moze navesti primjena s ciljem regulacije
organoleptickih svojstava, tj. okusa, kao regulator kiselosti raznih proizvoda te kao
konzervans u hrani, kozmetici i farmaceutskoj industriji zbog izvrsnog djelovanja na
inhibiciju rasta brojnih mikroorganizama. Ipak, najvaznija uloga mlije¢ne kiseline je u sintezi
1 obradi poli(mlije¢ne kiseline) i poli(mlijecne-ko-glikolne kiseline), koje su jedne od

najznadajnijih biorazgradljivih i biokompatibilnih polimera danasnjice.’

%
° Hy
L-mlijecna kiselina D-mlijeéna kiselina

Slika 2. L i D-mlijecna kiselina. Preuzeto i prilagodeno prema °

U pocetku se komercijalna mlijecna kiselina dobivala fermentacijom Secera pomocu bakterija.
Seéeri koriteni za fermentaciju su ukljuéivali $krob, glukozu, laktozu i maltozu proizvedene
od kukuruza i krumpira. Fermentacija se odvijala kroz 3 do 5 dana pri niskom pH, niskoj

koncentraciji kisika i pri temperaturi od 40 °C. Sto je reakcija vise napredovala i §to se vise



mlijecne kiseline stvaralo to je navedeni produkt pokazivao odredenu toksi¢nost. Prema tome,

kako bi se dobila $to ¢iS¢a (sirova) mlije¢na kiselina bilo je potrebno uvesti odredene metode

proc¢is¢avanja. U procis¢avanju se posebno dobrim pokazalo dodavanje kalcijevog hidroksida

ili kalcijevog karbonata u fermentiranu smjesu za nastanak kalcijevog laktata, koji se onda

vrlo jednostavno uklanja isparavanjem, kristalizacijom i zakiseljavanjem kako bi se ocuvala

zeljena sirova mlijeCna kiselina. Mlije¢na kiselina koja se proizvodila na ovaj nacin

zahtijevala je jo§ dodatnu razinu pro¢iséavanja za potrebe primjene u hrani ili medicini.®

Sinteza mlijecne kiseline kemijskim metodama koja se koristi u industrijskoj proizvodnji,

moze se podijeliti na tri tipa:

a)

b)

Laktonitrilna metoda — temelji se na hidrolizi laktonitrila pomoc¢u sumporne
kiseline kako bi se dobila sirova mlijecna kiselina. Sirova mlijecna kiselina se
zatim dodaje alkoholu radi esterifikacije te se procis¢ena mlije¢na kiselina
dobiva destilacijom, koncentriranjem 1 dekompozicijom (raspadom)
Akrilonitrilna metoda — temelji se na hidrolizi akrilonitrila s pomoc¢u sumporne
kiseline. Dobiveni produkt zatim ide u reakciju s metanolom, a dobiveni ester
se destilira 1 prociS¢ava, nakon ¢ega se zagrijava i vakuumira kako bi se dobio
konaéni produkt.

Metoda propionske kiseline — dobivanje sirove laktatne kiseline iz propionske
kiseline kloriranjem 1 hidrolizom. Dobiveni produkt se zatim prociS¢ava
esterifikacijom te dodatnom hidrolizom. Metoda se rijetko koristi zbog visoke

cijene sirovih materijala.®

Kemijske metode, iako u vecoj mjeri mogu proizvesti mlije¢nu kiselinu, pokazuju odredenu

toksi¢nost dobivenih sirovih produkata, §to ne ide u prilog ekoloski odrzivih metoda, te se kao

takve sve manje koriste.°



2.2.2 Sinteza poli(mlijecne kiseline)-PLA

Sinteza poli(mlije¢ne kiseline) temelji se na polimerizaciji mlije¢ne kiseline. Kako je vec
spomenuto, mlijecna kiselina moze se nalaziti u svoje dvije opticki aktivne konfiguracije, L i
D-mlije¢na kiselina. Sintetizirana poli(mlijecna kiselina) moze biti razli¢itih molekulskih

masa, dok ona s ve¢om molekulskom masom ima ve¢i kvalitativni te industrijski potencijal.’

Sinteza moze i¢i trima glavnim putevima, a to su direktna kondenzacijska polimerizacija,
azeotropna dehidracijska kondenzacija te polimerizacija otvorenog prstena (engl. ring-open
polymerization, ROP). Shematski prikaz svih triju sinteza moZe se vidjeti na Slici 3, a

detaljniji opis slijedi i u sljede¢im potpoglavljima.*

CH, 0 CH, 0
HD/\IrOPJ\D \)k(}poly Niskomolekularni PLA
O CH, "
—
HCu s  on Agensi produzenja lanca
,C ~ C’ Direktna kondezacijska
HO Il polimerizacija
L-mlijeéna kiselina r; U E:Hz 0
Azeotropna dehidracijska kondenzacija i i
> : 0 Y~ "OH
CH, H i -
Had on 0 0 CH, " O CH,
Ho" ¢
0 . L. Visokomolekularni PLA
Polimerizacija preko Polimerizacija
D-mlijeéna kiselina _/ formacije laktida otvorenog prstena,
RoFP
CH,
& 0 CH, = 0N N
AP o — [
= n = H=C c
0 CH, 0 CH, d S
H,C o o
Niskomolekularni PLA Laktid

Slika 3. Shematski prikaz tri glavna puta sinteze PLA °



2.2.2.1 Direktna kondezacijska polimerizacija

Sinteza poli(mlije¢ne kiseline) direktnom kondenzacijskom polimerizacijom mlijecne kiseline
zahtjeva najmanje troskove sveukupnog procesa. S druge strane, ovom metodom vrlo je tesko
sintetizirati i odrzati visoku molekulsku masu PLA * §to je od kljune vaznosti za kvalitetu
PLA 7. Proces se temelji na dodavanju pomoénih tvari koji sluze kao promotori esterifikacije,
tzv. agensi produzenja lanca. Cilj takvih tvari je potaknuti polimerizaciju niskomolekularne
PLA bilo s hidroksilnom (-OH) ili karboksilnom (-COOH) skupinom tvoreci sve vece lance te
u konacnici visoko molekularnu PLA. Agensi produzenja lanca koji se koriste u navedenom
procesu su razni anhidridi, epoksidi te izocijanati. Problemi ovog procesa odnose se na
mogucénost zadrZzavanja neizreagiranih agenasa produZenja lanca, nepotpuno polimeriziranih
PLA oligomera 1 zaostalih metala iz koriStenih katalizatora. Kako se takve zaostale
komponente moraju ukloniti, to dodatno povecava vrijeme i1 cijenu samog procesa i stvara
dodatan problem. Ipak, prednost je §to je kona¢ni produkt nakon procis¢avanja smjese visoke

gistoée i visoke kvalitete za daljnju upotrebu.*

2.2.2.2 Azeotropna dehidracijska polimerizacija

Polimerizacija poli(mlijecne kiseline) u azeotropnoj otopini pokazuje vecu prakti¢nost sinteze
od direktne polimerizacijske kondenzacije. Azeotrop je smjesa dviju ili viSe kemijskih
tekucina koje se nalaze u to¢no odredenom omjeru te ih se u takvom omjeru ne moze odvojiti
jednostavnom destilacijom. To se dogada jer je nakon vrenja azeotropne smjese omjer
pojedinaénih komponenata u pari isti kao i u otopini.” Azeotropna dehidracijska
polimerizacija podrazumijeva stvaranje dugih lanaca PLA bez koriStenja agenasa produZenja
lanca te njima sliénih pomo¢nih tvari. Sam proces je dobro razvijen, a temelji se na smjesi
mlije¢ne kiseline i katalizatora (npr. titanijev oksid, TiO2)® koji se azeotropno dehidriraju u
aprotonskom otapalu pod snizenim tlakom kako bi se odrzala visoka molekulska masa PLA.
Proces zapocinje destilacijom mlijecne kiseline pod niskim tlakom tijekom 2-3 h na 130 °C
kako bi se uklonila kondenzirana voda. Nakon toga se dodaje katalizator i1 difenil-eter te se
cijev s molekularnim sitom povezuje s reakcijskom posudom. Kako se u cjelokupnom procesu
odvija refluks otapala preko spomenutih molekulskih sita i to tijekom 30-40 h na 130 °C, to
¢e procistiti PLA 1 u€initi ga Zeljene kvalitete na kraju procesa. Shematski prikaz procesa se

moze vidjeti na Slici 4.*
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Slika 4. Shematski prikaz azeotropne dehidracijske polimerizacije ®

Problemi navedenog nacina polimerizacije PLA javljaju se u slucaju vece koliCine zaostataka
katalizatora koji sudjeluju u reakeiji, koji mogu dovesti do degradacije ili hidrolize dugackih
lanaca PLA. Kako je veca koncentracija zaostalog katalizatora i problem toksi¢nosti, metode
dodavanja fosforne kiseline radi njihove deaktivacije su od velike vaznosti. Uz fosfornu
kiselinu, mogu se koristiti 1 jake kiseline kao Sto je sumporna kiselina, pomocu koje ¢e se

katalizator istaloiti i tako smanjiti problem navedene toksi¢nosti.*

2.2.2.3 Polimerizacija otvaranjem prstena laktida

Polimerizacija otvaranjem prstena laktida (engl. Ring-open polymerization, ROP) prvi put je
predlozena 30-ih godina prosloga stolje¢a, no poli(mlijecna kiselina) visoke molekulske mase
dobivena je tek nakon razvijanja metode od strane DuPont-a 1954. godine. Laktid u procesu
nastaje depolimerizacijom poli(mlije¢ne kiseline) niske molekulske mase pod smanjenim
tlakom gdje se dobiva smjesa L-laktida, D-laktida i meso-laktida (LD-laktida) (Slika 5.).
Postotak prisutnosti odredenih izomera laktida ovisi o koriStenim izomerima mlije¢ne

kiseline, temperaturi te katalizatoru.*
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Slika 5. Kemijska struktura izomera laktida *



Polimerizacija otvaranjem prstena moze se odvijati trima razli¢itim mehanizmima:

kationskim, anionskim te koordinacijskim/insercijskim mehanizmom.®

Inicijatori kationskog mehanizma su najces¢e Lewisove kiseline te alkiliraju¢i ili acilirajuci
reagensi. Istrazeno je kako trifluormetansulfonska kiselina i metilni esteri navedene kiseline
mogu vrlo efektivno potaknuti kationsku polimerizaciju laktida u poli(mlije¢nu kiselinu).$
Anionska polimerizacija laktida temelji se na nukleofilnoj reakciji karbonilne skupine aniona
s laktidom pri ¢emu nastaju alkoksidne skupine koji se nastavljaju propagirati tj. dovode do
dodatnog produljenja lanca odnosno polimerizacije. Oba navedena mehanizma pokazuju
visoku reaktivnost, medutim skloni su racemizaciji 1 transesterifikaciji Sto dovodi do
konac¢nog produkata s visokom razinom necisto¢a. Zbog navedenih problema necistoce,
istrazivano je koriStenje slabo reaktivnih metalnih karboksilata, oksida i alkoksida te je
pokazano dobivanje i zadrZzavanje visokomolekularne PLA u prisutnosti prijelaznih metala
kositra (Sn), cinka (Zn), Zeljeza (Fe) 1 aluminija (Al) kao katalizatora te tako uvodi novi
mehanizam koordinacije/insercije. Posebno se kao katalizator izdvaja kositar(Il)-bis-2-
etilheksanoi¢na kiselina, primarno zbog niske toksicnosti, visoke katalitiCke efikasnosti,
mogucnosti dobivanja visokomolekularne PLA s niskom stopom racemizacije tijekom procesa
1 jer je odobren od americke agencije (engl. Food and Drug Administration, FDA), S§to
potvrduje biokompatibilnost navedenog spoja.* Uz spojeve kositra, navode se i aluminijev

alkoksid te spojevi rijetkih metala kao katalizatori u mehanizmu koordinacije/insercije.®

2.2.3 Svaojstva poli(mlije¢ne kiseline)

PLA se u komercijalnom smislu javlja kao kopolimer poli(Z-mlijecne kiseline), PLLA te
poli(D,L-mlije¢ne kiseline), PDLLA, koji, razumljivo, nastaju iz L-laktida te D,L-laktida.
Kako se L-izomer mlije¢ne kiseline ve¢inski nalazi u bioloSkim izvorima, upravo je i PLA
namjenjen za medicinske primjene vecinski sastavljen od L-monomera. Udio pojedinih
izomera u strukturi PLA dovodi 1 do razli¢itih svojstava. Ovisno o udjelu L- i D,L-
enantiomera PLA moZe kristalizirati u tri razli¢ita oblika — a, £ 1 y. Tako je a-oblik stabilniji s
temperaturom taljenja (71) od 185 °C, za razliku od S-oblika kojemu je 7Tm 175 °C. Jo§ jedno
bitno svojstvo na koje utjeCe udio izomera mlijecne kiseline je i stupanj kristalnosti, gdje je
kod udjela L-izomera veéeg od 90 % PLA kristalast, a kod sastava manjih od toga u

amorfnom obliku. Manji udio L-izomera dovodi i do niZe temperature taljenja 7.’



Termalna svojstva PLA ocituju se u dvije temperaturne vrijednosti — temperatura staklastog
prijelaza, tj. stakliSte (7%) te temperatura taljenja, tj. taliSte (7m). 7z PLA je na otprilike 58 °C
gdje je iznad te temperature gumast, a ispod staklast. StakliSte PLA itekako ovisi o optickoj
Cisto¢i samog polimera (udio izomera u strukturi) te o molekulskoj masi. Pokazano je kako T,
raste s porastom molekulske mase do odredene vrijednosti. Temperatura do koje raste ovisi o
udjelu L-izomera u PLA, tako ¢e konaéne T, redom biti 60.2, 56.4 te 54.6 °C za 100, 80 te
50 % udio L-izomera. Isto tako, za jednaki udio D-izomera, vrijednosti 7, za takvu PLA ¢e
biti nize. Tm PLA je takoder funkcija opticke Cisto¢e PLA. Najvisa moguca T uocena je kod
stereokemijski Ciste PLA (bilo da je L- ili D-laktid prisutan u PLA) je 180°C. Prisutnost
D,L-laktida (meso-laktida moze Tm 1 za 50°C. Upravo se na Slici 6. moze vidjeti linearna

ovisnost najvise temperature taljenja Tm o udjelu D,L-laktida (meso-laktida) u PLA.’
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Slika 6. Ovisnost Tn PLA o udjelu meso-laktida °

Posebna vrsta PLA uocena je 1987. godine kada su se primijetila specifi¢na svojstva smjese
koja je sadrzavala PLLA i PDLA. Pokazano je kako navedena smjesa ima temperaturu
taljenja T gotovo 230 °C $to je za 50 °C viSe od opticki ¢iste PLLA. Ovakva ,,posebna‘
smjesa nazvana je stereokompleksna-PLA (sc-PLA). Razlog poboljSanih svojstava sc-PLA

temelji se na gusto¢i pakiranja PLLA i PDLA (Slika 7). Takva struktura unutar kompleksa
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dovodi i do intermolekularnih veza izmedu metilne i1 karbonilne skupine razli¢itih

enantiomera PLA, §to dodatno u¢vriéuje strukturu.'”

Slika 7. Prikaz gustog pakiranja u strukturi sc-PLA '°

2.2.4 Razgradnja poli(mlijecne Kkiseline), PLA

PLA se tijekom svog ,,zivotnog vijeka® moze suociti s brojnim okoliSnim ¢imbenicima koji
mogu dovesti do njene razgradnje. Svaka razgradnja PLA dovodi do ireverzibilnih promjena
koje ¢e u konacnici dovesti i do gubitka esencijalnih svojstava PLA. Razli¢iti mehanizmi
mogu dovesti do navedene razgradnje, kao $to su kemijska hidroliza, mikrobioloska,
fotokemijska, toplinska i enzimska razgradnja.!! Kona¢ni produkti koji nastaju u razgradnji
PLA su voda, ugljikov dioksid te minimalna koli¢ina odredenih netoksi¢nih suviSaka, $to je
zbog ekoloske odrzivosti velika prednost kod koriStenja PLA. Brojni su i faktori koji utjecu na
razgradnju PLA, a to su: udio L- i D- izomera u strukturi polimera, temperatura pri kojoj se
odvija hidroliza, pH, vlaZznost, koncentracija kisika te sama struktura i veli¢ina objekta

izgradenog od polimera.'?
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2.2.4.1 Hidroliticka razgradnja PLA

Od svih navedenih mehanizama razgradnje PLA, razgradnja vodom tj. hidroliza PLA je
glavni mehanizam.!® Hidroliza PLA zapo¢inje difuzijom molekula vode u amorfnu regiju PLA
gdje potice cijepanje esterskih veza. Tek nakon odredenog stupnja hidrolize amorfne regije

dolazi do hidrolize kristalne regije PLA !, gdje se navedena struktura PLA moZe vidjeti na
Slici 8.

Amorfne niti PLA

Kristalne plo¢e PLA
|
—_—

Amorfna struktura

Slika 8. Shematski prikaz amorfne i kristalne strukture PLA 3

Hidroliticka razgradnja PLA moZe se podijeliti na dvije faze:'?

1. Kidanje esterskih veza u PLA 1 cijepanje lanaca $to dovodi do ulaska vode u
strukturu PLA te dodatnu razgradnju i smanjivanje molekulske mase te
dobivanje vodotopljivih oligomera.

2. Razgradnja oligomera do mlije¢ne kiseline te kasnije kona¢na razgradnja do
vode i ugljikovog dioksida.'?

Prva faza hidroliticke razgradnje ukljucuje tri glavna mehanizma: autokataliticki te

ne-kataliticki, cijepanje krajeva lanaca i nasumicno cijepanje lanaca, povrSinsku te volumnu

(engl. bulk) razgradnju.'?
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Autokataliticka razgradnja oznacava hidrolizu PLA pod utjecajem vodotopljivih oligomera i
monomera nastalih tijekom iste hidroliticke razgradnje PLA. Upravo su karboksilne skupine u
strukturi nastalih oligomera i monomera zaduzene za katalizu cijepanja esterskih veza u
strukturi PLA. Isto tako, vodotopljive polimerne molekule blize povrSini mogu biti
oslobodene prije zavrSetka razgradnje, dok one unutar strukture (mase polimera) ostaju
,»zarobljene* te dodatno povecavaju kiselost okoline i sam autokataliti¢ki efekt. Ne-katalitiCki
mehanizam hidroliticke razgradnje temelji se na cijepanju esterskih veza pod utjecajem samih
molekula vode.'?

Molekulsko cijepanje PLA lanaca, kako je 1 navedeno, moze biti cijepanje esterskih veza na
krajevima lanaca, ali isto tako 1 nasumicno gdje dolazi do cijepanja bilo koje esterske veze u
cijelom lancu PLA. Medutim, pokazano je kako je primarni mehanizam ipak cijepanje na
krajevima lanaca. Isto tako, pokazano je kako i1 pH utjece na to gdje ¢e se odvijati cijepanje
esterskih veza. U kiseloj sredini uglavnom nastaju nasumicna cijepanja lanca gdje nastaju
netopljivi oligomeri, dok u alkalnoj sredini uglavnom pucaju esterske veze na krajevima
lanaca §to dovodi do veéeg broja vodotopljivih produkata ukljuéujuéi i mlije¢nu kiselinu.'?
Tre¢i tip mehanizma ukljucuje dva nacina razgradnje s obzirom na samu strukturu-povrsinsku
te volumnu (engl. bulk) razgradnju. PovrSinska razgradnja temelji se na gubitku ukupne mase
polimera primarno zbog erozije povrSine, dok prosjecna molekulska masa ostaje jednaka.
Volumna razgradnja odvija se i na povrSini i u unutrasnjosti polimera, a temelji se na brzom
smanjivanju molekulske mase te smanjivanju volumena polimera. I u slucaju ovih
mehanizama razgradnje, pH ima klju¢nu ulogu. Tako ¢e u alkalnoj sredini (pH=12) primarno
do¢i do povrsinske razgradnje, a u kiseloj sredini (pH=2) do volumne razgradnje PLA.!3
Hidroliza PLA ovisi o brojnim faktorima. Kako je ve¢ navedeno, pH itekako utjeCe na sam
proces hidrolize te se postavlja pitanje mogucnosti koriStenja PLA kao materijala za razlicite
spremnike 1 boce koji sadrzavaju tekuéine. Kako se pri ekstremima pH (kiselo i alkalno)
hidroliza pojacava, zakljucujemo kako se kod koriStenja PLA kao spremnika odredenih
sokova (npr. sok odredenog citrusnog voca) hidroliza pojacava te je takva primjena PLA
svojevrsni problem. Vazan faktor je 1 temperatura. Pokazano je kako se pri viSim
temperaturama povecava razina razgradnje PLA zbog brzeg cijepanja esterskih veza.'! Utjecaj
na brzinu hidroliticke razgradnje ima i prisutnost etanola., Kod PLA uronjenog u 50% etanol
primijetila se veca brzina hidrolize zbog brze difuzije molekula etanola u masu polimera nego
Sto difundiraju molekule vode.'? Prisutnost dodatnih molekula u strukturi PLA utjeCe na
sveukupnu strukturu, a samim time i na svojstva, Sto je posebno vidljivo u strukturi

titanijevog oksida s PLA, PLA/TiO,. Naime, TiO; nanocestice djeluju tako da mijenjaju
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svojstva PLA, a primarno kristalizacijsku strukturu PLA, $to dovodi do brze hidrolize. Dokaz
takvom ucinku vidi se i na slikama SEM analize tijekom pracenja hidrolize same PLA i
kombinacije PLA/TiOz tijekom 40 tjedana. Na SEM slikama (Slika 9.) PLA/TiO; vide se vece

i ucestalije praznine i naborana podruéja koja ukazuju na brzu i intenzivniju hidrolizu.'?

Slika 9. Prikaz SEM slike nakon 40 tjedana hidrolize: a) same PLA i b) PLA/TiO> 2

2.2.4.2 Mikrobiolo$ka razgradnja (biorazgradnja)

Mikrobioloska razgradnja se opcenito odnosi na razgradnju tvari do korisnijih ili manje
toksicnih oblika, s pomo¢u mikroorganizama. Sama mikrobioloSka razgradnja se moZe
odvijati u laboratoriju kao 1 u prirodnom okoliSu. Mikrobioloska razgradnja zapocinje nakon
Sto se visokomolekularna PLA prvo razgradi uslijed hidrolize. Mikroorganizmi koji
razgraduju PLA izlucuju izvanstanicne depolimeraze koje ciljaju esterske veze u PLA uz
nastajanje oligomera, dimera te monomera §to olakSava infiltraciju mikroorganizama. U
konacnici nastupa djelovanje medustani¢nih enzima koje ¢e potpuno razgraditi PLA do
ugljikovog dioksida i vode. Navedenom procesu je ponekad potrebno dodati induktore
razgradnje kao §to su Zelatina, elastin, odredene aminokiseline te peptide.'> Opéenito, PLA je
uglavnom rezistentna na mikrobiolo§ku razgradnju te se na taj nain PLA razgraduje duZze

vrijeme.

Nacin na koji se PLA mikrobioloski razgraduje temelji se na koriStenju mulja otpadnih voda
(engl. wastewater sludge) te gnojiva koja su bogata mikroorganizmima. Najvaznije vrste koje
mozemo navesti su: kravlje gnojivo, mulj otpadnih voda kokosa, mulj otpadnih voda u

mljekarstvu, itd. Najznacajnije sredstvo mikrobioloske razgradnje PLA je mulj otpadnih voda
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u mljekarstvu (engl. dairy wastewater sludge, DWS), zbog visokog sadrzaja dusika koji
ubrzava razgradnju. Vrijeme trajanja razgradnja s DWS je 15 dana, nakon ¢ega ne ostane niSta
od PLA. Zanimljivo je spomenuti kako bakterijske vrste odredene u DWS ¢ine samo 42,5%
svih vrsta, dok njih 57,5% nije identificirano. Od identificiranih vrsta u najve¢em udjelu su
prisutni: Actinomadura, Pseudoxanthomonas, Bacillus, Sphingobacterium,

Corynebacterium.'?

Kada se govori opéenito o biorazgradnji, zanimljiv primjer razgradnje PLA koji itekako ima
veliki potencijal primjene u buducnosti je razgradnja PLA s pomocu li¢inki vrste Tenebrio
molitor (zuti brasnar) Sto se moze vidjeti na Slici 10. Navedena vrsta ime sposobnost
hranjenja i1 probavljanja PLA. Najbolji nacin za probavljanje i razgradnju je suplementacija
PLA s mekinjama gdje se tako sprje¢ava kanibalizam li¢inki koji je uocen kod razgradnje
samo PLA. PoboljSanje probavljanja u kombinaciji PLA s mekinjama povezano je i s
povecanjem broja bakterija crijevne mikroflore li¢inki Zutog brasnara i to Lactococcus i
Spiroplasma, koji sudjeluju u probavljanju. Ovaj naCin razgradnje zasigurno ima potencijal u

recikliranju PLA, a time i u ekoloskoj odrzivosti.'*

Licinke
Tenebrio

' molitor

Slika 10. Prikaz licinki Tenebrio molitor tijekom razgradnje PLA '*

2.2.4.3 Termicka razgradnja PLA

PLA je uz ostale nacine razgradnje osjetljiv i na visoku temperaturu tj. na termicku razgradnju
tijekom koje dolazi do smanjenja molekulske mase PLA te promjene u mehani¢kim
svojstvima. Ponekad se kod istrazivanja termicke razgradnje PLA moZe pogresno

interpretirati utjecaj temperature, a sve zbog potencijalnog zaostatka vode u PLA koja ¢e
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dovesti do hidroliticke razgradnje i tako maskirati utjecaj same termicke razgradnje. Zbog

toga se kod istrazivanja termicke razgradnje PLA preporucuje njeno susenje.'!

Termicka razgradnja PLA vrlo je zahtjevan proces kojeg karakterizira nekoliko mehanizama
te nekoliko razli¢itih produkata razgradnje. Mehanizmi koji ukljucuju termi¢ku razgradnju
PLA iznad 200 °C su intra i intermolekularna esterska izmjena, cis-eliminacija, radikalna i
uskladena ne-radikalna reakcija. Odredeni autori smatraju da tijekom termicke razgradnje
nastupa jedan od navedenih mehanizama, dok neki smatraju da se odvija viSe od dva
mehanizma kao $to su npr. nasumi¢no izrezivanje lanaca, depolimerizacija ,,otkopavanjem*
te intermolekularna transesterifikacija. Produkti koju nastaju tijekom razgradnje su
niskomolekularne PLA, linearni te ciklicki oligomeri PLA razli¢itth molekulskih masa 1
laktidi. Od ostalih produkata mogu se navesti 1 ugljikov monoksid (CO), ugljikov dioksid
(COy), acetaldehid te metil-ketoni. Nastajanje acetaldehida se povecava s temperaturom, no
uocena je najveca koncentracija pri temperaturi od 230 °C, nakon koje se do 440 °C uocava
padajuci efekt koncentracije acetaldehida primarno jer se 1 on sam pri tim temperaturama

razgraduje do metana (CH4) i ugljikovog monoksida (CO)."!

Zastita PLA od termicke razgradnje tijekom procesa razvoja i1 proizvodnje temelji se na zastiti
hidroksilnih skupina na krajevima lanaca PLA koriste¢i agense produzenja lanca. Takoder
jedan od vaznih nacina zaStite je procesom acetilacije, koji ne samo da dovodi do zastite
krajeva lanaca PLA nego 1 uklanja ostatne metale (posebno kositar, Sn) koji inace ubrzavaju

proces razgradnje.'!

2.2.4.4 Enzimska razgradnja PLA

PLA je jedan od najistrazivanijih biopolimera u smislu enzimske razgradnje. Brojni enzimi su
se koristili kako bi se uvidio njihov u¢inak na razgradnju PLA, ukljucuju¢i kutinaze, lipaze,
proteaze te esteraze. Od svih nabrojanih enzima najvecu efikasnost u razgradnji PLA
pokazuju alkalne proteaze i to se najcesce koristi komercijalno pripravljena Proteinaza K. Na
samu razgradnju utjecu brojni parametri kao $to su sama koncentracija enzima, temperatura,
molekulska masa PLA te pH medija u kojem se razgradnja odvija. Naime, povecanjem
koncentracije enzima, povecava se i stupanj razgradnje, ali samo do odredenih koncentracija
enzima nakon koje ostaje konstantna. Sto se tiGe temperature, smatralo se kako se razgradnja

PLA najefikasnija odvija pri temperaturi od 37°C, no u radovima novijeg datuma pokazalo se
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kako je oko 50°C.!> Molekulska masa PLA utje¢e minimalno, i to tako da poveéanjem

molekulske mase dolazi do smanjenja stupnja razgradnje.'®

Jedan od najvaznijih ¢imbenika enzimske razgradnje PLA je pH medija. Tijekom enzimske
razgradnje PLA nastaje mlije¢na kiselina zbog koje se pH pocinje sve viSe smanjivati (medij
postaje kiseliji) kako ona sve viSe nastaje. Problem nastane jer se enzimi, posebice Proteinaza
K, denaturira pri kiselom pH. Kada pH padne ispod 5 proces se potpuno zaustavlja zbog
potpuno denaturacije enzima. Kako bi se sprijeCilo zaustavljanje procesa razgradnje PLA
zbog snizavanja pH, uvedena je dnevna promjena medija razgradnje koja odrzava razgradnju
konstantnom. S druge strane, bez dnevne promjene medija razgradnje, razgradnja se
zaustavlja. Navedeni utjecaj dnevne promjene medija razgradnje mozZe se vidjeti na grafickom

prikazu na Slici 11."
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Slika 11. Graficki prikaz usporedbe gubitka mase PLA tijekom nekoliko dana u slucaju dnevne

promjene medija razgradnje i bez nje °

2.2.5 Biokompatibilnost PLA

Biokompatibilnost PLA testirana je i dokazana u brojnim radovima i in vitro 1 in vivo. Kako je
1 navedeno, PLA se razgraduje brojnim mehanizmima medu kojima su i enzimi koji se nalaze
u organizmu s pomocu kojih nastaje mlijecna kiselina te u kona¢nici CO2 1 H2O koji se iz

organizmu eliminiraju respiracijom, fecesom i urinom. Opcenito, nema zabiljeZenih slucajeva
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akumulacije produkata razgradnje PLA prilikom njihove aplikacije u niskoj koncentraciji.
Medutim, postoji potencijalna moguénost nedovoljno dobre razgradnje PLA te nakupljanja
mlijeCne kiseline koja tada moze izazvati odredeni bioloski i upalni odgovor u dodiru s
tkivom. Isto tako, tijekom samog procesa razgradnje nastaju i brojni produkti koji mogu
izazvati 1 imunosni odgovor organizma putem makrofaga. Djelovanje makrofaga se temelji na
unosu i razgradnji mikrocestica PLA tj. na fagocitozi, koju zbog njihove veli¢ine ne mogu
lako izvesti. Postoji, medutim, na¢in na koji to uspijevaju izvesti, a to je otpustanje odredenih
Stetnih agenasa u blizini povrSine mikrocestica PLA kojom se one razgraduju (smanjuju) Sto
olaksava fagocitozu. Isto tako, unutar makrofaga je prisutan kiseli medij (pH=3) Sto dodatno
olakSava razgradnju PLA. Vazno je naglasiti 1 kako biokompatibilnost nije samo svojstvo
odredene tvari koju pokuSavamo usporediti s organskim sustavima, nego se ogleda 1 u
intenzitetu 1 duljini specifi€éne polimer-tkivo interakcije, a ovisi 1 0 samom tkivu s kojim je
polimer u interakciji. Tako npr. vremenski produljen kontakt polimera 1 tkiva moze dovesti do
nezeljenih upalnih procesa, ozljeda ili imunoloskog neprihvac¢anja samog polimera u

organizmu. '

PLA se u organizmu cesto primjenjuje kao dio ,,sustava dostave lijeka* (engl. Drug delivery
system, DDS) 1 to naj¢es¢e intramuskularno (IM) 1 subkutano (SC). Kod upalnog procesa u
interakciji DDS-a temeljenog na PLA 1 tkiva razlikujemo tri razli¢ita koraka u kojima

sudjeluju makrofagi drukéijim mehanizmom od fagocitoze (Slika 12.)':

1. Organizacija upalnih tvari i upalnog odgovora
2. Migracija monocita do mjesta aplikacije DDS gdje se diferencira u makrofage.
Isto tako razvija se i fibrozna kapsula gradena od fibroblasta i1 kolagena.

3. Brzarazgradnja PLA i formiranje fibroznog tkiva.'®

o kolagen
neutrofil .15 1 —" monocit fibroblast
L J
makrofag - ° c \
5 7 :
proteini seruma O . ‘ c :
o ® °o® ‘W ete , Vil oos! H
g4 < i M ' * g ey Y
- 0-:‘-'{@ —_— ek — °:h°s — *g os )
s A a4 S g olr | > el '
DDS temeljen na PLA ~ 3dsorpeija proteina - w ey &
adhezija makrofaga povezivanje makrofaga S

fibrozna kapsula

Slika 12. Shematski prikaz imunosnog odgovora organizma na prisutnost DDS temeljenog na

PLA'®
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Uz navedeni nacin razgradnje, treba spomenuti i prepoznavanje intravenozno primijenjenih
nanocestica PLA s pomocu retikuloendotelnog sustava (RES) koja dovodi do fagocitoze.
Kako je vidljivo, PLA oblici koji se primjenjuju u organizam skloni su razgradnji zahvaljujuci
imunosnom sustavu u organizmu te prema tome postoji potreba zastite PLA. Naj¢es¢i nacini
zaStite su modifikacija povr§ine PLA s pomocu polietilenglikola (PEG), poloksamera te
razli¢itih polisaharida koji u velikoj mjeri smanjuju fagocitozu PLA.'6

Kada se govori o primjeni PLA u organizmu naj¢esce se povezuje s implantatima u mis§i¢no-
kostanom sustavu, kao npr. za rast tkiva te za fiksaciju kostanih fraktura.!' Jedan od razloga
za$to je PLA sve CeS¢a u takvoj primjeni je njena moguénost razgradnje s vremenom, $to joj
daje prednost nad ostalim netopljivim materijalima koji se koriste u istu svrhu. Upravo jedan
od primjera koristenja PLA je u kombinaciji s hidroksiapatitom i ostalim kalcijevim fosfatima,
koji su glavni minerali u ko§tanom sustavu koji mu daje &vrstoéu i stabilnost.!” Takoder,
implantati temeljeni na PLA pokazuju 1 sposobnost poticanja rasta prirodnih stanica u svojoj
blizini te tako mogu biti korisni kod odredenih gubitaka organa. U tom smislu, moze se
navesti 1 kako je Ameri¢ko drustvo plasti¢nih kirurga promoviralo dermalne filere izgradene
od PLA, a oni stimuliraju proizvodnju kolagena u ljudskom tijelu, a primarno su namijenjeni

za poboljsanje izgleda lica.!!
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Eksperimentalni dio ovog diplomskog rada nastavak je znanstveno-istrazivackog rada
istrazivacke grupe koja djeluje u Laboratoriju za biomaterijale i tkivno inzenjerstvo (LabTI)
na SveuciliStu u Zagrebu Fakultetu kemijskog inzenjerstva i tehnologije, u Zavodu za

fizikalnu kemiju.

U istraZivanjima projekta BIDEAS, koja su prethodila ovom diplomskom radu, analizirano je
ponasSanje 1 razgradnja sli¢nih materijala. Tijekom ubrzane simulirane razgradnje u bioloskom
mediju ispitano je ponasanje tehnickog-PLA 1 praska-PLA medicinske Cistoce. Ispitano je 1
ponaSanje kompozitnog materijala temeljenog na trodimenzionaloj strukturi PLA filamenta-
medicinske cistoce, ispisanoj aditivnom proizvodnjom, ispunjenoj hidrogelom na temelju
kitozana 1 hidroksiapatita. Svako od provedenih istrazivanja pruzilo je informacije koje su
vodile u sljede¢i korak projekta. Kod pripremljenih kompozitnih uzoraka glavnu ulogu iz
pogleda mehanicke otpornosti 1 brzine razgradnje nosio je polimerni dio sacinjen od
poli(mlijecne kiseline). Ovaj diplomski rad koncentrirat ¢e se na karakterizaciju dosad

koristenih razli¢itih PLA materijala unutar istog istrazivanja.

Glavni zadatak ovog diplomskog rada je usporediti ponasanje i svojstva materijala na temelju
razli¢itih poli(mlije¢nih kiselina) pri istim uvjetima razgradnje. Rezultati ovog diplomskog
rada omogucit ¢e usporedbu dosad provedenih istrazivanja i povezivanje zakljucaka, osnaziti

dosad stecena saznanja i pomoci u usmjeravanju buducih istrazivanja.

3.1 Materijali

U ovom istrazivanju, tri razli¢ite vrste alifatskog poliestera polilaktida (PLA) visoke
molekulske mase koriStene su kao materijal za pripremu polimerne matrice. Pocetni PLA
materijal karakteriziran je svojstvima poput bezbojnosti, sjaja, tvrdoce te visoke ¢vrstoce i

modula elasti¢nosti, ¢ine¢i ga plastomerom s iznimnim svojstvima.
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MATERIJALI

e Tehnicki-PLA — proizvoda¢ NatureWorks (4043D) koji se cesto koristi za 3D
printanje; u granulama

e Medicinski prah-PLA — proizvodac¢ Carbosynth (FP158009) koji je u potpunosti
amorfan i koristi se u tkivnom inzenjerstvu; bijeli prah

e Medicinski filament-PLA — proizvoda¢ Poly-Med Inc. (Lactoprene® 100M),promjera
1.75 mm predstavlja PLA medicinske kvalitete s odredenim udjelom kristalnosti, a

koristi se kao filament za 3D printanje

U eksperimentalnom dijelu ovog istrazivanja, pratila se in vitro razgradnja razli¢itih PLA
tijekom osam tjedana. Ovaj proces odvijao se u mediju koji je simulirao fizioloSki sastav,

odnosno uvjete slicne onima u tijelu.

3.2 Hidroliticka razgradnja

Hidroliticka in vitro degradacija uzoraka provodila se u fosfatno puferiranoj fizioloskoj
otopini (PBS) na bioloskoj temperaturi od 37 °C tijekom 8 tjedana. Pripremljeni uzorci su
stavljeni u prethodno oznacene staklene caSice s poklopcem u koje je dodana pripremljena
PBS otopina. Svaka 84 sata potrebno je zamijeniti PBS otopinu uz dodatak natrijeva azida
(NaN3) koncentracije 0,2 mg/mL. Natrijev azid je biocid koji se koristi kako bi se sprijecio
razvoj mikroorganizama u mediju. Staklene ¢aSice su oznacene s obzirom na vrstu materijala i
broj tjedana tijekom kojih se prati degradacija. Prema tome, tehniCki-PLA oznacen je
oznakom T, medicinski prah-PLA (u daljnjem tekstu prah-PLA) oznakom C i medicinski
filament-PLA (u daljnjem tekstu filament-PLA) oznakom P. Uzorci su se promatrali svaka
dva tjedna, odnosno 2., 4., 6. 1 8. tjedan. Isto tako, zbog tocnosti rezultata, mjerena su po tri
uzorka za svaku vrstu materijala te se kao vrijednost mase uzimala aritmeti¢ka sredina ta tri

mjerenja za pojedinu vrstu materijala.

3.2.1 Priprema uzoraka za analizu

Za daljnju analizu i karakterizaciju prethodno navedeni materijali su izvagani (250-280 mg),

stavljeni u silikonski kalup nakon ¢ega su stavljeni u susionik Nuve (FN 055)(Slika 13).
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Slika 13. Susionik Nuve (FN 055)

Tehnickom-PLA koji je u granulama i filamentu-PLA nije dovoljno da temperatura samo
prijede temperaturu staklastog prijelaza (stakliste), nego mora prijeéi i iznad talista kako bi se
polimer rastalio 1 poprimio oblik. Prema tome, navedeni uzorci su stavljeni u suSionik kroz 12

sati na temperaturi od 220 °C, a zatim 2 sata na 100 °C te 1 sat na 50 °C.

Kod praha-PLA je bilo dovoljno da temperatura prijede iznad staklista koje je na oko 65 °C,
nakon Cega je polimer omeksan. Uzorci medicinskog PLA stavljeni su u suSionik kroz 12 sati

na temperaturi od 100 °C, zatim 2 sata na temperaturi od 75 °C te 1 sat na 50 °C.

Na Slici 14. prikazani su navedeni PLA uzorci nakon njihove pripreme.

® @

a) b)

Slika 14. Prikaz istraZivanih uzoraka PLA pripravijenih iz: tehnickog-PLA, (a praha-PLA, b) i
filamenta-PLA, c).

3.2.2 Priprema PBS otopine

Fosfatno puferirana otopina pripremljena je u odmjernoj tikvici od 500 mL na magnetskoj

mijesalici. Pripremljena je koncentrirana PBS otopina (10x). Soli su izvagane na analitickoj
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vagi 1 prikazane u Tablici 1. Kod pripreme otopine u tikvicu se prvo doda 400 mL
deionizirane vode, a zatim se dodaju pojedinaéne komponente redom kao S$to je prikazano u
Tablici 1. Sve kemikalije koje su koriStene imaju visoki stupanj ¢istoce (pro analysi p.a.).
Priprema 10x PBS otopine na magnetskoj mijesalici bez zagrijavanja osigurava ravnomjerno
otapanje soli i homogenu otopinu. Nakon $to se posljednja komponenta otopi i volumen
dopuni do oznake, otopina je spremna za upotrebu tj. daljnje razrjedivanje na radnu

koncentraciju (1x PBS).
Pripremljena 10x PBS otopina prebacena je u sterilnu bocu 1 pohranjena u hladnjak.

Tablica 1. Potrebne soli za pripremu PBS otopine

KOMPONENTE masa/qg
Natrijev klorid 40,0
Kalijev klorid 1,0
Natrijev hidrogenfosfat bezvodni 7,2
Kalijev dihidrogenfosfat 1,225

33 Metode karakterizacije
3.3.1 Diferencijalna pretrazna kalorimetrija

Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (DSC) je toplinska metoda koja se koristi za
odredivanje temperatura i toplinskih tokova povezanih s faznim 1 drugim prijelazima u
materijalima. Mjerenja pruzaju kvalitativne 1 kvantitativne informacije o fizi€kim i kemijskim
procesima koji ukljucuju endotermne i egzotermne efekte ili promjene toplinskog kapaciteta.
DSC analizom mogucée je dobiti uvid u temperature staklastih prijelaza materijala,
temperature taljenja i kristalizacije, kao i odrediti stupanj kristalnosti materijala. Metoda se
temelji na mjerenju razlike toplinskog toka izmedu uzorka i referentnog uzorka, pri ¢emu je

mjerni signal proporcionalan razlici toplinskog toka.!”

Mjerenja su provedena na uredaju DSC 3500 Sirius Netzsch opremljenim s hladnjakom IC70
Netzsch (Slika 15.) u zatvorenim aluminijskim posudicama probuSenih poklopaca u atmosferi

duSika. Mase uzoraka su u rasponu od 15 do 20 mg. Mjerenje se odvija u temperaturnom
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podrucju od -20 °C do 220 °C s brzinom grijanja od 10 °C/min kroz dva ciklusa zagrijavanja i
hladenja.

Slika 15. DSC uredaj 3500 Sirius Netzsch

3.3.2 Pretrazna elektronska mikroskopija

Pretrazna elektronska mikroskopija (SEM) je tehnika koja se koristi za analizu povrSina
uzoraka 1 omogucuje detaljan uvid u morfologiju i mikrostrukturu materijala. SEM koristi
fokusirani snop visokoenergijskih elektrona za stvaranje signala na povrSini ¢vrstih uzoraka.
Uzorak se drzi pod vakuumom kako bi se osiguralo da snop elektrona ostane fokusiran i da ne
dode do interakcije s Cesticama iz zraka. Kada snop elektrona pogodi uzorak, uzrokuje
oslobadanje sekundarnih elektrona iz povrSine uzorka, ¢ime se dobiva slika temeljena na
povriinskoj topografiji.?® Dva najée$ée koristena detektora su detektor sekundarnih elektrona
(SED) i detektor povratno rasprSenih elektrona (BSE). Elektroni koji stupaju u interakciju s
detektorima stvaraju sliku uzorka. Prednost SEM analize je ta §to je metoda nedestruktivna,
Sto znaCi da ne dolazi do gubitka volumena uzorka, omogucujuéi viSekratnu analizu istih

materijala.?!

Mikrostruktura PLA uzoraka tijekom razgradnje pracena je s pomocu pretraznog elektronskog
mikroskopa (SEM) TESCAN Vega3SEM Easyprobe, prikazanog na Slici 16. Analiza je
provedena za uzorke nakon 0. i 8. tjedna, a snimljeni su povrSina i presjek loma uzorka.
Budu¢i da je rije¢ o nevodljivim materijalima, prije analize, uzorci su napareni nekoliko

minuta vodljivim materijalima — zlato i paladij. Naparivanje je proces u kojem se u plazmi
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argona na povrSinu uzorka nanosi tanki sloj vodljivog materijala, obi¢no metala kao §to su
zlato, paladij, platina ili ugljik. Metalni sloj omogucava elektri¢noj struji da tece kroz uzorak,
sprjeCavaju¢i nakupljanje elektricnog naboja. Takoder, uzorci su dodatno premazani s
koloidnom otopinom srebra (engl. Colloidal Silver Liquid) po rubovima zbog bolje

vodljivosti.

EDS (Spektroskopija energetske disperzije) analiza je tehnika koja se koristi u kombinaciji s
pretraznom elektronskom mikroskopijom (SEM) za kemijsku karakterizaciju uzoraka. EDS
analiza je metoda koja omogucava identifikaciju i kvantifikaciju kemijskih elemenata
prisutnih u uzorku. Ova tehnika koristi karakteristicne X-zrake koje nastaju kao rezultat

interakcije elektronskog snopa SEM-a s uzorkom.??

Slika 16. Pretrazni elektronski mikroskop SEM Tescan Vega 3
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Svaki polimer ima jedinstvenu strukturu koja odreduje njegova toplinska svojstva. Prijelazne
temperature povezuju strukturu polimera s njegovim svojstvima. U ovom radu, prijelazne
temperature i toplinska svojstva polimera ispitivane su tehnikom diferencijalne pretrazne
kalorimetrije (DSC), morfologija uzoraka je ispitana skenirajuéom elektronskom

mikroskopijom (SEM). Pracena je 1 promjena mase tijekom 8 tjedana razgradnje.

4.1 DSC analiza
Toplinska svojstva tehnickog-PLA, prah-PLA 1 filament-PLA istraZzena su DSC analizom u

neizotermnim uvjetima. Iz dobiventh DSC termograma odredeni su fazni prijelazi:
temperatura staklastog prijelaza (7,) za sve materijale 1 temperatura taljenja (7m) za filament-
PLA. Tijekom prvog ciklusa zagrijavanja uklanja se toplinska povijest materijala nastala
tijekom prerade polimera, stoga su vrijednosti faznih prijelaza odredene iz drugog ciklusa
zagrijavanja. Zagrijavanjem materijala dolazi do apsorpcije topline, §to uzrokuje povecano
gibanje molekula unutar materijala. Molekule nisu stati¢ne, ve¢ imaju mogucnost gibanja, Sto
predstavlja prvu promjenu koja se dogada.?* Kod polimera, ova pojava naziva se staklasti
prijelaz i1 odreduje se kao stakliSte (7). Nastavak zagrijavanja i daljnja apsorpcija topline
dovode do eventualnog taljenja polimernog materijala (ako je polimer kristalast), pri ¢emu se
mijenja agregatno stanje — kruti polimer prelazi u tekuce stanje. Ova promjena slobodnog
kretanja molekula unutar materijala biljeZi se kao temperatura taljenja (7m)***. Rezultati DSC
analize prikazani su na Slikama 17-20., a karakteristicne vrijednosti su sumarno prikazane u

Tablici 2 i 3.

Tablica 2. Prikaz temperature staklastog prijelaza 2. ciklusa zagrijavanja tehnickog-PLA,

prah-PLA i filament-PLA prije i nakon razlicitog perioda hidroliticke razgradnje u PBS

otopini
TEMEPARATURA STAKLASTOG PRIJELAZA (Ty)
VRIJEME TEHNICKI-PLA PRAH-PLA FILAMENT-PLA
0. tjedan 60,1 °C 51,8 °C 63,1 °C
2. tjedan 55,1°C 51,0°C 63,1 °C
4. tjedan 54,8 °C 52,0°C 60,6 °C
6. tjedan 53,4 °C 50,0 °C 61,4 °C
8. tjedan 52,2°C 50,4 °C 62,2 °C
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Slika 17. DSC krivulje tehnickog-PLA prije i nakon hidroliticke razgradnje (crvena - (.

tiedan, ljubicasta — 2. tjedan, zelena — 4. tjedan, plava — 6. tjedan, crna 8. tjedan)
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Slika 18. DSC krivulje prah-PLA prije i nakon hidroliticke razgradnje (crvena — 0. tjedan,
ljubicasta — 2. tjedan, zelena — 4. tjedan, plava — 6. tjedan, crna 8- tjedan)
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Prema DSC krivulji na Slici 17. za tehnicki-PLA nakon 2. ciklusa zagrijavanja, temperatura
staklastog prijelaza prije razgradnje iznosi 60,1 °C, dok nakon razgradnje se vrijednost
temperature staklastog prijelaza smanjuje i iznosi 52,2 °C. S obzirom na znacajno smanjenje
temperature staklastog prijelaza, moze se zakljuciti da je tehnicki-PLA dozivio najvecu

degradaciju. Uocava se i trend pomicanja krivulja prema lijevo.

Temperature staklastog prijelaza za prah-PLA su nize u odnosu na tehnic¢ki-PLA i filament-
PLA, §to je posljedica ¢injenice da je prah-PLA u potpunosti amorfan materijal. Budu¢i da je
rije¢ o amorfnom polimeru, na DSC krivulji vidljiv je samo staklasti prijelaz.?> Prema Slici
18. za medicinski PLA nakon 2. ciklusa zagrijavanja, temperatura staklastog prijelaza prije
razgradnje iznosi 51,8 °C, dok je nakon razgradnje vrijednost pala 1 iznosi 50,4 °C, §to je u
okviru eksperimentalne pogreske. Kako nije doSlo do znacajne razlike i snizenja staklista kroz
8 tjedana, mozZe se pretpostaviti da uzorak na temelju prah-PLA nije znacajno degradirao.
Odstupanje se primjecuje kod 4. tjedna, Sto moze biti rezultat promjene uvjeta tijekom

razgradnje materijala ili kao eksperimentalna greska.

Slijedi filament-PLA, koji je modificirani polilaktidni (PLA) materijal medicinske Cistoce
namijenjen za koristenje u aditivnoj proizvodnji 3D ispisom. Kod njega se osim staklastog
prijelaza, uocava 1 pojava talista zbog odredenog stupnja kristalnosti polimernog materijala.
Nakon postizanja temperature staklastog prijelaza, daljnjim zagrijavanjem povecava se
gibanje makromolekula PLA, $to dovodi do njihove reorganizacije i oslobadanja energije.
Egzotermna promjena na termogramu ukazuje na proces hladne kristalizacije, s izrazenim
maksimumom pika na 109,7 °C (T.). To sugerira da PLA nije potpuno kristalizirao tijekom
hladenja brzinom od 10 °C/min. Hladna kristalizacija nastupa jer molekulski lanci polilaktida
postaju dovoljno fleksibilni za kristalizaciju nakon staklastog prijelaza. Zagrijavanjem lanci
dobivaju dovoljno energije i1 preslagivanjem nastoje prijeci u stanje koje ima manju energiju,
iz neuredene strukture u nesSto uredeniju strukturu. Toplina dobivena zagrijavanjem daje im
vise energije za kretanje i teZznju prema stabilnijem stanju, a to je kristalno stanje.>**® Kako je
kristalno stanje stabilnije od amorfnog stanja, dolazi do oslobadanja viska energije, odakle
dolazi egzotermni vrhunac kristalizacije. Nakon velikog egzotermnog prijelaza hladne
kristalizacije slijedi mali egzotermni prijelaz koji odgovara rekristalizaciji tj. kristalizaciji
prije taljenja, s izraZenim maksimumom pika na 162,9 °C (Tpme). Kristalizacija prije taljenja
se odnosi na reorganizaciju kristalnih struktura neposredno prije temperature taljenja ( Tim).2%’
Ovaj proces ukljucuje slaganje slozenijih i1 kompliciranijih kristalnih struktura za koje je

potrebno viSe energije. Sve opisane pojave za filament-PLA prije razgradnje vidljive su na
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Slici 19. Na Slici 20. prikazani su termogrami filament-PLA materijala u ispitivanim tjednima

tijekom simulirane bioloske razgradnje.
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Slika 19. DSC krivulja filament-PLA prije razgradnje (0. tjedan)
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Slika 20. DSC krivulje filament-PLA prije i nakon hidroliticke razgradnje (crvena — 0. tjedan,

ljubicasta — 2. tjedan, zelena — 4. tjedan, plava — 6. tjedan, crna - 8.tjedan)
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Tablica 3. Prikaz temperature taljenja filament-PLA prije i nakon hidroliticke razgradnje u

PBS otopini
TEMPERATURA TALJENJA (Tm)
VRIJEME Filament-PLA
0. tjedan 180,4 °C
2. tjedan 181,6 °C
4. tjedan 176,4 °C
6. tjedan 179,3°C
8. tjedan 180,6 °C

Temperature staklastog prijelaza (7y) za filament-PLA najviSe su u usporedbi s prethodna dva
materijala. Povecanje udjela kristalini¢nih regija u PLA-u dovodi do povecanja T%. To je zbog
toga Sto kristalini¢ne strukture unutar materijala imaju vecu termodinamicku stabilnost, Sto
zahtijeva viSe energije za promjenu molekularne konformacije iz staklastog stanja u gumasto
stanje, Sto rezultira viSim vrijednostima 7. Prije razgradnje, temperatura staklastog prijelaza
iznosi 63,1 °C, dok nakon 8 tjedana razgradnje temperatura staklastog prijelaza je snizena na
62,2 °C. Kod filament-PLA primjecuju se varijacije temperature staklastog prijelaza od 2 °C.
Ove varijacije mogu ukazivati na razliite faktore koji utjeCu na materijal, ukljucujuéi proces

proizvodnje, sastav materijala ili uvjete okoline.

Prema Slici 20. povrSina egzotermnih vrhova koje pripisujemo hladnoj kristalizaciji ostaje
otprilike konstantna, bez znacajnih promjena.s vremenom hidroliticke razgradnje. U odnosu
na pocetni materijal (0. tjedan), taljenje krece pri nizoj temperaturi i dolazi do preklapanja
endotermnog vrha taljenja s egzotermnim vrhom rekristalizacije. Opéenito PLA je poznat po
tome da pokazuje razlicite kristalne oblike prvenstveno alfa (a), beta () i gama (y). Alfa oblik
nastaje pri viSim temperaturama 1 smatra se stabilnijim od ostalih oblika. Tijekom

kristalizacije prije taljenja moguce je da dolazi do prijelaza iz jednog oblika u drugi.

Kod filament-PLA, taliSte se pojavljuje jer je polimer djelomi¢no kristalan. Kristalinicne
regije unutar PLA razlog su pojave jasno definiranog endotermnog pika uslijed taljenja, koji
se moZe uociti na DSC krivulji. Taj pik oznaCava temperaturu na kojoj kristalini¢ne strukture
prelaze iz ¢vrstog u tekuce stanje. Prema DSC krivulji, temperatura taljenja prije razgradnje
iznosi 180,4 °C. Tijekom razgradnje, moze se uociti trend gdje taljenje zapocinje pri sve

nizim temperaturama. Ovaj pad temperature taljenja mogao bi ukazivati na utjecaj PBS
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medija na kristalizaciju i veli¢inu kristalita. Postojanje kristalita manjih veli¢ina dovodi do
nizih temperatura taljenja.’®>° Hidroliticka razgradnja PLA odvija se uglavnom u masi
materijala, a ne na njegovoj povrsini. Cijepanje polimernog lanca odvija se prvenstveno u
amorfnim podruc¢jima. lTako vecina objavljenih radova sugerira da ¢e povecanje kristalnosti
polimera smanjiti stupanj razgradnje polimera, ipak drugi istrazivaéi’! izvje$éuju o ubrzanoj
razgradnji s povecanjem kristalnosti polimera. Formiranje oligomera poli(mlijecne kiseline),
koji nastaju cijepanjem lanca, povecava koncentraciju krajnjih skupina karboksilne kiseline u
mediju za razgradnju. Poznato je da te skupine djeluju kataliticki, ¢ine¢i hidroliticku

razgradnju PLA autokataliti¢kim 1 samoodrZavaju¢im procesom.

4.2 Promjena mase uzoraka

Tijekom eksperimenta pracena je 1 promjena mase uzoraka prije i nakon hidroliticke
razgradnje. Kako bi se utvrdilo dolazi li do promjene mase tijekom razli¢itih vremenskih
perioda hidroliticke razgradnje tehnickog-PLA, prah-PLA i filament-PLA u PBS otopini,
uzorci su vadeni periodic¢ki nakon 2., 4., 6. i 8. tjedna, isprani destiliranom vodom, suseni 7
dana na 37 °C i vagani. Dugotrajan proces susenja bio je potreban kako bi se osigurao potpun
izlazak vode koja je usla u uzorak. Promjena mase odredena je prema izrazu (1)

(my —my)

PM = ——=%100 1
— (1)

gdje je: PM — srednja postotna promjena mase u usporedbi s po¢etnom masom, %
Mp — pocetna masa, mg
m: — masa nakon vremena t, mg

Tijekom procesa razgradnje, molekulska masa polimernih molekula postupno se smanjuje.
Medutim, gubitak mase uzorka postaje vidljiv tek kada molekulska masa padne ispod
odredene granice. Na toj granici oligomeri, manji molekulski fragmenti nastali razgradnjom,
postaju dovoljno mali da mogu difundirati, odnosno izlaziti iz strukture materijala. Drugim
rije¢ima, stvarni gubitak mase primjecuje se kada se molekule razgrade do te mjere da mogu
napustiti ¢vrstu matricu uzorka. Na Slici 21. prikazani su rezultati srednje postotne promjene

mase tehnickog-PLA, prah-PLA i filament-PLA, u usporedbi s poc¢etnom masom uzorka, U

31



ovisnosti o vremenu hidroliticke razgradnje u PBS otopini. Rezultati ne ukazuju na znacajan

gubitak mase svih polimernih matrica u vremenu od 8 tjedana hidroliticke razgradnje.

Neznatna promjena mase uzoraka ukazuje na sporu razgradnju.

0,6
0,5
0,44
0,3
0.2 1
0,14
0.0 1
0,1 5
0.2 1
-0,3 +
'0.4 -
-0,5 4

-0,6
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—w— filament-PLA

W

¢

Srednja postotna vrijednost promjene mase, %

vrijeme, tjedan

Slika 21. Ovisnost srednje postotne vrijednosti promjene mase uzorka, o vremenu hidroliticke

razgradnje

Prema grafiCkom prikazu moguce je zakljuciti kako uzorci tehnickog-PLA i prah-PLA u PBS

otopini tijekom 2. i 4. tjedna zadrzavaju masu, a tijekom daljnje razgradnje pokazuju blagu

tendenciju dobivanja mase. Blago povecanje mase uzoraka moze se objasniti talozenjem

anorganskih soli iz pufera, koji je kontinuirano zamjenjivan. Takoder, vazno je napomenuti da

je prah-PLA bio proziran prije razgradnje, dok je nakon razgradnje postao bijel. Ova

promjena boje ukazuje na difuziju vode u unutrasnjost polimera i promjenu njegove strukture.

Nakon razgradnje i susenja, uzorci prah-PLA ponovno su postali prozirni, §to sugerira da je

isparavanje vode vratilo uzorak u njegovo izvorno stanje. Vrijednost postotne promjene mase

za uzorak filament-PLA pokazuje najvec¢i gubitak mase izmedu 2. i 4. tjedna razgradnje.

Medutim, u sljede¢im tjednima dolazi do stabilizacije tih vrijednosti i prisutnosti velike

devijacije, zbog ¢ega nije moguce pouzdano komentirati dobivene rezultate.
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4.3 Analiza mikrostrukture

Da bi se odredila morfoloska struktura i mikrostruktura uzoraka provedena je SEM analiza.
Na Slici 22. prikazane su povrSine ispitanih uzoraka prije razgradnje i nakon provedene

hidroliticke razgradnje pri dva razli¢ita povecanja (250 1 2000).

0. tjedan 8. tjedan

tehnic¢ki-PLA I

prah-PLA

I filament-PLA

Slika 22. SEM morfologije povrsine uzoraka tehnicki-PLA, prah-PLA i filament-PLA
prije (0. tjedan) i nakon hidroliticke razgradnje (8. tjedan) pri povecanjima od 250 i 2000 x.

SEM analiza moze otkriti gubitak integriteta povrSine s viemenom, pri ¢emu povrSina postaje
grublja i nepravilnija. Manje Cestice 1 fragmenti materijala mogu biti vidljivi na povrSini.
Manji fragmenti koji nastaju tijekom razgradnje mogu se agregirati i stvarati nakupine na
povrsini. SEM snimke mogu pokazivati ove agregate kao guste nakupine Cestica. Na SEM
mikrografiji povrsine tehnickog-PLA vidljiva je glatka i ujednacena povrsina, Sto ukazuje na

homogenu strukturu materijala (Slika 22a,b). Nakon hidroliticke razgradnje povrSina
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tehnickog-PLA ostaje i dalje ravna i glatka povrSina s neSto viSe sitnijih agregata Cestica koji

pripadaju samom polimeru §to je potvrdeno EDS analizom.(S/ika 22.c,d).

Prije hidroliti¢ke razgradnje kod prah-PLA povrSina je glatka s nesto sitnih agregata Cestica.
(Slika 22.e,f) Nakon hidroliticke razgradnje, prema SEM mikrografijama, povr§ina je glatka,

ali u usporedbi s tehnickim-PLA pokazuje odredenu nehomogenost.

Filament-PLA vizualno pokazuju znakove znacajne degradacije, posebno duz rubova. Prije
same degradacije (Slici 22. i,j), uocava se Supljina koja je posljedica procesa pripreme uzorka.
Tijekom procesa taljenja filamenta, umjesto da se postigne homogena masa, zrak se zadrzao
unutar materijala, §to je rezultiralo formiranjem spomenute Supljine koja na rubovima
zavrSava tankim polimernim filmom (Slika 22. i). Nakon degradacije rubovi Supljina postaju
meksi (Slika 22. k), sto ukazuje da je doslo do povrSinske degradacije najtanjeg djela uzorka.
Povrsina prije razgradnje je glatka kao i kod prethodnih uzoraka. Nakon degradacije, uoceni
su agregati Cestica polimera. Kod procesa degradacije filament-PLA materijala, razli¢ite
strukturne karakteristike igraju klju¢nu ulogu u njegovoj otpornosti i oblikovanju nakon
izloZenosti vanjskim utjecajima%%’

Osim povrSinske analize uzoraka, analiziraju se i presjeci loma uzoraka. Na Slici 23. prikazani
su presjeci loma uzoraka pri dva razliCita povecanja (75x 1 250x). Za dobivanje Cistog

presjeka uzorak je potrebno prelomiti. Rezanje uzoraka bi uzrokovalo deformaciju presjeka.
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0. tjedan 8.tjedan

75x 250x 75x 250x

tehnicki-PL.A

prah-PLA

filament-PL.A

Slika 23. SEM mikrografije lomljenog presjeka uzoraka tehnickog-PLA, prah-PLA i
filament-PLA, prije (0. tjedan) i nakon hidroliticke razgradnje (8. tjedan)
pri poveéanjima od 75% i 250%

Prema Slici 23, povrSina loma svih uzoraka pokazuje glatku i ravnu strukturu. Ovo ukazuje na
ujednacena svojstva materijala kroz masu uzorka prije pocetka degradacije. Kod prah-PLA, u
presjeku loma materijala (Slika 23. e, f), uoCavaju se mjehuri¢i zraka koji su posljedica
pripreme uzorka. Bez obzira na pocetno glatku povrSinu, razli¢iti uzorci mogu pokazati

varijacije u otpornosti na degradaciju, ovisno o njithovoj mikrostrukturi.

Usporedujuéi ispitane uzorke, rezultati SEM analize pokazuju da je do najvece degradacije
doslo kod filament-PLA uzorka. Inicijalno ujednaeni presjek materijala (Slika 23. i,j) nakon
razgradnje osobito na desnoj strani migrofrafija (Slika 23. k) poprima oblik listiCaste

strukture. Na istim mikrografijama nakon razgradnje filament-PLA moZe se primijetiti pojava
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sitnih agregata Cestica. Tijekom SEM analize provedena je i EDS analiza, koja je pokazala da
su agregati u uzorku zapravo istog kemijskog sastava kao i okolni polimer (ugljik i kisik). Ovi
agregati predstavljaju nakupine polimernog materijala kao i u ostatku mase uzorka, Sto

ukazuje da to nisu necistoce ili strane tvari.
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu pracena su svojstva tri razli¢ita polimerna materijala na temelju PLA tijekom
hidroliticke in vitro degradacije u simuliranim bioloskim uvjetima u trajanju od 8 tjedana.
Ispitivanja su provedena na PLA materijalu tehnicke cisto¢e, amorfnom PLA materijalu
medicinske Cistoce 1 kristalastom PLA materijalu medicinske c¢istoce namijenjenom za
primjenu u aditivnoj tehnologiji 3D ispisa. Unutar ispitivanog perioda hidroliti¢ke razgradnje
u simuliranim bioloSkim uvjetima niti jedan od materijala nije pokazao izrazitu degradaciju i
znaCajan gubitak svojih svojstava. Zbog navedenog, upotrjebljena je kombinacija
karakterizacijskih metoda i provedena detaljna analiza kako bi se unutar 8 tjedana, za

polimere kratkog perioda razgradnje, uocila promjena svojstava.

Rezultati diferencijalne pretrazne kalorimetrije (DSC) pokazali su da se stakliSte tehni¢kog-
PLA nakon 8 tjedana smanjuje za 8 °C, $to je znaCajno smanjenje u usporedbi sa smanjenjem
od 1-2 °C kod uzoraka prah-PLA i filament-PLA. Medutim, materijal zadrzava svoju masu i
oblik tijekom procesa razgradnje. Analiza pretraznim elektronskim mikroskopom (SEM)
otkrila je da povrSinska struktura i presjek loma tehnickog-PLA ostaju nepromijenjeni prije i
poslije hidroliticke razgradnje. Ovi nalazi sugeriraju da tehnicki PLA ima konzistentnu
mikrostrukturu, koja nije znac¢ajno pogodena procesom hidroliticke razgradnje, $to bi moglo
biti korisno za primjene gdje je stabilnost materijala klju¢na, no zbog prirode tehnickog

polimera ovaj materijal nije primjenjiv kada se od biomaterijala zahtjeva medicinska ¢istoca.

Prah-PLA, medicinske ¢isto¢e i amorfnog karaktera, takoder zadrzava svoju masu i oblik
tijekom razgradnje i ne pokazuje znaCajne promjene stakliSta tijekom ispitivanog perioda
razgradnje. Odsutnost promjena u 7 sugerira da materijal ima stabilnu molekulsku strukturu.
Prema analizi pretraznim elektronskim mikroskopom (SEM), povrS§ina praha-PLA nakon
razgradnje ostaje glatka, ali dolazi do pojave agregata na povrsini. Iako je primije¢ena blaga
povrSinska promjena, ona ne utjeCe na ukupna svojstva materijala, Sto dodatno potvrduje
njegovu otpornost na hidroliticku razgradnju. Prah-PLA zahtijeva nize temperature obrade, u

usporedbi s kristalastim polimerom, §to je vazno i pozeljno s ekonomskog gledista.

Filament-PLA pokazuje najvecu degradaciju u usporedbi s ostalim uzorcima. Tijekom procesa

razgradnje, za razliku od drugih uzoraka, izgubio je homogenost svog presjeka i jedini je
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ispitivani uzorak kod kojeg je primijeCeno smanjenje mase. Rezultati diferencijalne pretrazne
kalorimetrije (DSC) pokazali su blagi pad staklista od 0,9 °C nakon 8 tjedana hidroliticke
razgradnje. SEM mikrografije potvrdile su degradaciju; nakon razgradnje uoceni su agregati
Cestica 1 Supljine, koje mogu biti posljedica pocetne priprave uzorka. Ove promjene na
mikroskopskoj razini upucuju na to da se hidroliticka razgradnja prvenstveno odvija na lako
dostupnim povrSinskim tankim dijelovima materijala, §to dovodi do formiranja agregata i
povecanja poroznosti. Uzimajuéi sve ovo u obzir, moze se zakljuciti da filament-PLA, zbog
svoje teze obradivosti, potencijalne sklonosti degradaciji i pojave znaCajnih promjena u
unutarnjoj strukturi, zahtijeva posebnu pozornost kod odabira za specifine primjene npr. za

aditivnu proizvodnju poroznih struktura za primjene u biomedicini.

Svi ispitivani materijali temeljeni su na poli(mlije¢noj kiselini). Ovim radom se Zeli ukazati
da sastav materijala (polimer i dodaci) 1 struktura polimera (amortni ili kristalasti) moze bitno
utjecati na primjenska svojstva i ponasanje konacnog materijala. Kada se na to dodaju razliciti
mehanizmi razgradnje te mogucnost pripreme uzoraka razli€itih dimenzija 1 poroznosti, vrlo

je jasno da razvoj ovakvih biomaterijala zahtijeva znacajan i1 dugotrajan rad.
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