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SAZETAK
U ovom radu istrazena je uloga i primjena titanijevog dioksida kao punila u
elektroispredenom vlaknastom PCL/TiO2 nosacu. Titanij dioksid naknadno je nanesen pomocu
ultrazvucne kupelji, na ve¢ elektroispredeni polimerni mat ¢istog PCL-a i mat PCL-a ¢ija je povrSina
tretirana s NaOH.

Proces modifikacije povrSine elektroispredenog vlaknastog nosaca od poli(e-kaprolaktona)
(PCL-a) proveden je kako bi se ostvarila bolja interakcija povr§ine PCL-a s ¢esticama TiO».
Koristen je tretman s NaOH kako bi se stvorile karboksilne funkcionalne skupine na povrsini
vlaknastog polimera.

Zatim je mjeren kontaktni kut goniometrom kako bi se dokazala promjena povrsine polimera
od hidrofobne do hidrofilne, snimljene su SEM mikrografije, DSC tehnikom odredena su toplinska

svojstva te toplinska stabilnost termogravimetrijskom analizom.

KLJUCNE RIJECI: elektroispredanje, polikaprolakton, titanijev dioksid, vlaknasti nosaci,

modifikacija povrSine



ABSTRACT

In this work function and application of titanium dioxide as a filler in a composite system
PCL/ TiO2 was examined. Titanium dioxide was applied by ultrasonic device on already electrospun
polymer scaffold non-treated and treated with NaOH.

A procedure for the surface modification of electrospun poly(e-caprolaktone) (PCL) fibrous
scaffold was made to enhance the interaction of the PCL surface with TiO> particles. The surface
modification was performed using NaOH treatment for the formation of carboxyl groups on the fiber
surfaces.

Contact angle was measured by goniometer machine to prove change from hydrophobic to
hydrophilic polymer surface. After that, SEM images were taken. Thermal properties were obtained
by differential scanning calorimetry, as well as thermal stability was measured by termogravimetric

analysis.

KEY WORDS: electrospinning, polycaprolactone, titan dioxide, scaffold, surface modification
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1 UVOD

Sklonost ljudskog organizma, tkiva i organa povredama i o$te¢enjima te nedostatci ljudskog
tkiva uzrokovani urodenim manama svakodnevni su problemi s kojima se susrecu lijecnici.
Lijecenje se obi¢no usredotocuje na transplantaciju tkiva s jednog mjesta na drugo u istom pacijentu
(autograft) ili od jedne osobe, tj. donora u drugu (alograft ili transplantat). Iako su ta lijeCenja
revolucionarna i spasavaju ljudske zivote, suocavaju se s brojnim problemima. Zbog toga je doslo
do razvoja tkivnog inzenjerstva koje ima za cilj popravak i regeneraciju ostecenih tkiva razvojem

bioloskih nadomjestaka koji vraéaju, odrzavaju ili poboljsavaju funkciju tkiva.

Tkivno inzenjerstvo koristi razlicite prirodne i umjetne biomaterijale kao 3D nosace na koje se
zasijavaju stanice ranije uzete iz tijela pacijenta. 3D struktura nosafa vazna je za oponasanje
specificne mikrogeometrije tkiva. Kako bi se dobili nosaci to¢no odredene 3D mikrogeometrije i
topografije koristi se tehnika elektroispredanja u kombinaciji s 3D printanjem. Najprije se tehnikom
3D printanja dobivaju kolektori specificne topografije, a zatim se oni koriste u postupku
elektroispredanja za prikupljanje vlakana. Elektroispredanje omogucuje proizvodnju vrlo finih
vlakana to¢no odredenih svojstava. Vlakna prikupljena na kolektorima oponasaju uzorke kolektora.
Na taj nacin nastaju nosaci odredene mikro-topografije koja je vazna za povezivanje stanica i razvoj

novog tkiva [1-3].

U zadnje vrijeme koriste se biorazgradljivi vlaknasti polimeri kao matrice za uzgoj i rast razlicitih
tkivnih stanica. Posebice, matovi dobiveni elektroispredanjem poli(e-kaprolaktona) (PCL-a)
pokazuju dobar potencijal kao nosaci tkiva za regeneraciju koze budu¢i da ne stvaraju Stetne
proizvode razgradnje kao poli(laktidna kiselina) (PLA) ili poli(lakto-ko-glikolna kiselina) (PLGA).

Osim toga, PCL ima dobra mehanicka svojstva i produljeno vrijeme razgradnje [4-6].



Poli(e-kaprolakton) (PCL) je djelomicno kristalan alifatski poliester s tockom taljenja pri 60 °C.
Niska toc¢ka taljenja omogucava njegovu lakSu preradu. Svaki monomer poli(e-kaprolaktona) sastoji
se od 5 metilenskih skupina i jedne esterske skupine. PCL je hidrofoban zbog prisutnosti nepolarnih

metilenskih skupina. Osjetljiv je na piroliti¢ku razgradnju zbog prisutnosti alifatskih esterskih veza.

PCL je najc¢eS¢e koriSteni poliester u tkivnom inzenjerstvu. U ovom radu elektroispredeni su

PCL nosaci na kolektoru geometrije paralelnih kanali¢a [7-11].

Naknadno je nanesen TiO> iz vodene otopine pomocu ultrazvuéne kupelji na ¢isti PCL mat i na
mat prethodno obraden s NaOH. Selektivna modifikacija povrSine poboljSava povrsinsku
hidrofilnost, ali ne razara morfologiju pora biorazgradljivih polimernih nosaca. Cilj ovog rada je
istraziti kako utjeCe prethodna obrada povrSine te vrijeme drzanja u ultrazvucénoj kupelji na
vezivanje TiO2 na polimerni mat PCL-a s ciljem primjene materijala za zasijavanje fibroblastnih

stanica.
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2 TEORIJSKI DIO

2.1ELEKTROISPREDANJE
2.1.1 POVIJESNI PREGLED

Osnovno nacelo na kojemu se temelji elektroispredanje je gibanje fluida pod utjecajem
elektriciteta poznat jos iz 1600. godine kada je W. Gilbert istaknuo da ¢e se kapljica vode na suhoj
povrsini istezati prema gore u obliku konusa, ako bi se na odredenoj udaljenosti iznad nje postavio
naelektrizirani jantar. Ovaj je fenomen analizirao 1882. godine L. Rayleigh i 1914. godine J. Zeleny,
ali prvi patenti pripadaju J. F. Cooleyu i W. J. Mortonu iz 1900.-1903. godine. Od 1934. pa sve do
1944. godine A. Formhals je postavio niz patenata na tom podrudju, pocevsi od postrojenja za
elektroispredanje celuloznih derivata pomoc¢u nazubljenog diska, koji je predstavljao prvi pol
elektri¢nog polja i gibajuceg vodljivog kolektora (npr. namotak, kolo, pokretna traka i sl.) koji je
predstavljao drugi pol, a vlakna su se skupljala u paralelnom stanju. Njegovi izumi su inspiracija za
mnoge danaSnje sofisticiranije uredaje za elektroispredanje, a koji koriste bez igli¢no ispredanje,

ispredanje orijentiranih vlakana, i oblikovanje nanopreda.

Fizicar 1 matemati¢ar G. I. Taylor postavio je 1964. 1 1969. godine matematicki model za
konusni oblik kapljice fluida pod utjecajem elektri¢nog polja. Utvrdio je da vodljivi fluid moze
opstati u obliku konusa pod utjecajem elektricnog polja s kutom od 49.3°, kada su sila povrSinske
napetosti i sila elektrinog polja u ravnotezi. Prema njemu je konusni oblik kapljice nazvan Taylorov
konus. 1981. L. Larrondo i R. St. John Manley usredotocili su istrazivanja na elektroispredanje iz
polimerne taline, i to talina polietilena i polipropilena. Istrazivacka skupina D. H. Renekera cesto
koristi pojam elektroispredanje 1990-ih godina, da bi nesto kasnije ova tehnika dozivjela ekspanziju

[12].
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2.1.2 TEHNIKA

Elektroispredanje se izdvaja kao specijalni postupak proizvodnje nanovlakana pomocéu
elektrostatskih sila. Zbog proizvodnje vlakana promjera veceg od mikrometra, elektroispredanje iz
taline polimera nije toliko zastupljena tehnika u istrazivanjima, ve¢ se viSe razmatra

elektroispredanje iz otopine polimera.

Nanovlakna imaju veliki omjer povrsine i volumena, a elektroispredanjem se mogu dobiti
ekstremno duga vlakna, i do nekoliko kilometara. Kod prikupljanja vlakana u obliku netkane
strukture s nasumicno rasporedenim vlaknima, oblikuje se velik broj medusobno povezanih pora.
Visoka koncentracija naboja na nanovlaknu koji se nakupljaju nakon izbacivanja mlaza, omoguéava
lako upravljanje putanjom vlakna djelovanjem vanjskog elektri¢énog polja, ¢ime se moze kontrolirati
orijentacija vlakana. U procesu elektroispredanja naelektrizirani mlaz polimerne otopine vrlo se brzo
isteze, pri cemu dolazi do brzog isparavanja (evaporacije) otapala. Zbog toga je vlakno podlozno
ekstremno jakoj torziji, koja uz brzo stvrdnjavanje ne dozvoljava da se molekulski polimerni lanci
vrate u prvobitno relaksirano stanje. Tako oblikovana vlakna imaju veéi udio kristalnog podrucja u
strukturi vlakana od konvencionalnih, a visoka orijentacija molekula po duljini vlakna doprinosi i

vlaénoj ¢vrstoé¢i[12,13].
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2.1.3 NACELO ELEKTROISPREDANJA

Osnovna izvedba uredaja za clektroispredanje ukljucuje: posudu s polimernom otopinom
(najc¢esce Sprica), mlaznicu (najceSce igla ravnog vrha) povezanu s izvorom visokog napona i
kolektor vlakana povezan s drugim polom elektri¢nog polja. Kada se polimerna otopina podvrgne
elektricnom polju, oblikuje se kapljica koja se nabija elektricnim nabojem na povrSini.
S povecanjem intenziteta elektricnog polja dolazi do deformacije prvotne kapljice te istezanje u
obliku Taylorovog konusa. Razlika naboja izmedu polimerne otopine i suprotne elektrode rezultira
silom suprotnoj sili povrSinske napetosti fluida. Kako se sila suprotna sili povrSinske napetosti
povecéava, te postaje veca od nje, mlaz polimerne otopine se isteze i postaje nestabilan. Gibanjem
elektri¢ki nabijenog mlaza dolazi do isparavanja otapala te oblikovanja vlakna. Prije kona¢nog

oblikovanja nanovlakna polimerna otopina prolazi nekoliko faza:

1. istezanje kapljice i oblikovanje Taylorovog konusa;
2. oblikovanje linijskog mlaza — stabilna faza;
3. oblikovanje spiralnog mlaza — destabilizacija;

4. stvrdnjavanje, oblikovanje vlakan, um

13



2.1.4 CIMBENICI U ELEKTROISPREDANJU IZ POLIMERNE OTOPINE

Cimbenici u postupku elektroispredanja od kljuéne su vaznosti za izgled dobivenih vlakana.
Njihovim variranjem moguce je dobiti vlakna razli¢itog promjera i morfologije. Promjeri mogu
varirati od nekoliko nanometara do nekoliko mikrometara, dok sama vlakna mogu biti: jednolika i

glatka, porozna, spljoStena, sli¢na vrpci, razgranata, spiralna i sl.
Tri su skupine ¢imbenika u elektroispredanju:

a) Cimbenici polimerne otopine:
e prosjecna relativna molekulska masa polimera,
e koncentracija i viskoznost polimerne otopine,
e povrsinska napetost,
e elektrovodljivost otopine,
e Kkarakteristike otapala
b) Procesni ¢imbenici:
e elektriéni napon,
e Dbrzina toka polimerne otopine,
e udaljenost izmedu vrha mlaznice i kolektora;
¢) Cimbenici okoline:
e vlaga,
e femperatura.

Prosjec¢na relativna molekulska masa polimera odreduje koncentraciju i viskoznost polimerne
otopine. Manja molekulska masa polimera zahtijeva pripremu otopine veée koncentracije i obrnuto.
Koncentracija i viskoznost polimerne otopine u direktnoj su vezi. S poveéanjem koncentracije ili
viskoznosti polimerne otopine raste i promjer elektroispredenih vlakana. Osim $to koncentracija
utjece na promjer pokazalo se da je i u direktnoj vezi s nastajanjem deformacija po duljini vlakna

kao i s promjenom njihovog oblika.
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Tako su Fong i sur. utvrdili da se kod ispredanja vodene otopine poli-etilenoksida (PEO)
veée viskoznosti povecavaju promjer vlakana, zadebljanja po duljini vlakna i udaljenost izmedu
pojedinih zadebljanja, pri ¢emu deformacije prelaze iz sfericnog oblika u vretenasti. Isti ucinak
koncentracije otopine poli-D-laktidne kiseline (PDLA) na elektroispredena vlakna su potvrdili i
Zong i sur. Takav ucinak se tumaci time da su kod niske viskoznosti otopina, vlakna mokra kada
padaju na kolektor, a stvrdnjavanje je rezultat sila povrSinske napetosti i relaksacije, pa zbog toga
dolazi do deformiranja vlakna, dok su kod velike viskoznosti otopina vlakna ve¢ suha pri dolasku na

kolektor, zbog toga ostaju jednolika i nedeformirana.

Slika 1. SEM mikrografija elektroispredenih poli-etilenoksidnih (PEO) nanovlakana sa

zadebljanjima

Dodatkom ionske soli u polimernu otopinu povecava se njena elektrovodljivost, a rezultira

.....

elektri¢nih naboja mlaza, §to pak povecava silu koja djeluje na istezanje mlaza. Ovisno o vrsti soli,
vlakna mogu biti veceg ili manjeg promjera. Soli s manjim atomskim polumjerom imaju vecu

gustocu naboja pa time i1 ve¢u mobilnost, Sto rezultira 1 ve¢im istezanjem mlaza.

Kao $§to je ve¢ navedeno, istezanje mlaza polimerne otopine pocinje u trenutku kada

elektrostatska sila postane veca od sile povrSinske napetosti. Veéa povrSinska napetost rezultira

15



destabilizacijom mlaza tijekom elektroispredanja ili pojavom isprekidanog mlaza ili kapljica u
slu¢aju niske viskoznosti otopine. S dodatkom tenzida i s poveéanjem njegove koncentracije

smanjuje se povrsSinska napetost i oblikuju se jednolika tanja vlakna bez deformacija.

Medu procesnim ¢imbenicima najutjecajniji je elektri¢ni napon. Opcenito, veéi napon uzrokuje
vece istezanje mlaza, brze isparavanje otapala i smanjenje promjera vlakana zbog vece koliCine
naboja na povrSini polimerne otopine. Medutim, neka istrazivanja su pokazala da se s pove¢anjem
napona povecava i protok otopine pa se time povecava i promjer vlakana. Iznad odredene kriticne
vrijednosti napona nastaju deformacije (npr. zadebljanja ili grudice) pa s povecanjem napona dolazi
do povecanja broja deformacije po duljini vlakana. Druga istrazivanja su pokazala suprotan efekt,
zbog povecanja Coulumbove sile koja uzrokuje vece istezanje mlaza, a time i nestanak deformacija.
Napon se moze dovesti i u vezu s kristalini¢no$¢u elektroispredenih vlakana. U konaénici, kod

optimalnog napona moze se posti¢i maksimalan stupanj kristalizacije [12,13].

16



2.2Primjena elektroispredenih matova u medicini
Ljudsko tkivo sklono je oSte¢enju. Manje rane, ogrebotine i1 iS¢asenja, pa ¢ak 1 blazi lomovi
kostiju lako zarastaju. Problem su potpuno oSteceni organi koji gube funkciju, kao i veliki lomovi
kostiju. Razvijene su razne kirurSke metode za rjeSavanje ovih problema, poput umjetnih zamjena
(proteze) i nezivih proizvedenih tkiva (sréani zalisci) te autogena ili alogena tkiva. Kako je
transplantacija organa jedna od metoda, ograni¢ena je brojem donora kao i vrlo visokom cijenom.

Rezultat toga je veliki broj ljudi koji se nalazi na listi ¢ekanja, a lista svakoga dana sve viSe raste.

U rjeSavanju ovog problema pomaze tkivno inzenjerstvo. Tkivno inZenjerstvo 1 proizvodnja
funkcionalnih tkiva i organa dio su modernih biomedicinskih istrazivanja i primjena. U tkivnom
inZenjerstvu stanice se zasijavaju u/na biomaterijale prije transplantacije. Ti materijali zatim sluze
kao privremeni nosac¢i koji unaprjeduju reorganizaciju stanica za formiranje funkcionalnog tkiva.
Nosaci su napravljeni od biokompatibilnih i/ili biorazgradljivih materijala kako bi se promicala
adhezija stanica, migracija te raspodjela. Uz te uvjete, mora se osigurati mehanicka stabilnost i

¢vrstoca za normalno gibanje u oSte¢enom tkivu [14].

previjanje rana na kozi kosti

hrskavic w_-fé\:,_ /ﬁﬁ .

Vbt w1

/4 'gl‘lﬁ = %
i 4 Q

farmaceutska industrija kozmetika

Slika 2. Primjena nanovlakna za bioinzZenjerstvo tkiva
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Opceniti zahtjevi kod razvoja elektroispredenog nosaca su ciljana topografija nosaca koja
omogucava adekvatnu adheziju stanica koze te antibakterijska svojstva postignuta dodatkom TiO, za

inhibiciju uobicajenih bakterija na kozi.

Kao sto je vidljivo sa slike 2 sama primjena elektroispredenih matova je raznolika, od
specijalnih membrana do filtera za vodu te u biomedicini za zbrinjavanje rana i kao nosaéi u

tkivnom inZenjerstvu, & mogu i prenositi lijekove unutar organizma.

Nanovlakna u bioinzenjerstvu tkiva koriste se za previjanje rana na kozi, za obnavljanje
hrskavice, kostiju ili misi¢nog tkiva, a ak i za sr€ane zaliske i1 krvne Zile, te zivéana vlakna. Moguca

je 1 primjena u farmaceutskoj 1 kozmetickoj industriji.

’ E- ""S;m-t/‘ \

stanice s ljudskog Kiiltira
tijela
,4-" )
ekspanzija S - >
struktura SEAe
nosata sa
stanicama
reintegrirana TKIVNO l
e INZENJERSTVO
_——

tripsinizirane |

stanice m

elektroispredeni nosaci
. /

3D nosaci sa stanicama

Slika 3. Ciklus uzgoja stanica te transplatacije u ljudsko tijelo

Specifi¢na primjena elektroispredenog biomaterijala kao nosaca za uzgoj stanica koze odvija
se u ciklusu koji je prikazan na slici 3. Polazi se od Covjeka (pacijenta) s kojeg se izoliraju stanice,
one se zatim uzgajaju in vitro te se zasijavaju na 3D poroznom nosacu. Kada se uz pomo¢ faktora
rasta dobije dobro organizirano i funkcionalno tkivo konstrukcija se transplatira na ranu da se

povrati funkcija koze [15].
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3 EKSPERIMENTALNI DIO

3.1Priprava elektroispredenog PCL
3.1.1 Materijali

U radu je koristen polikaprolakton (PCL) strukture kao na lici 4 i prosje¢ne molekulske mase
Mn=80,000 (Lach:ner), a kao otapala koristila su se: glacijalna octena kiselina i aceton, proizvodaca

Sigma Aldrich.

P ————

Slika 4. Struktura poli(e-kaprolaktona)
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3.1.2 Priprema polimernih otopina

Pripremljena je 18%-tna otopina PCL-a uz omjer glacijalne octene kiseline i acetona 8:2 te

zagrijavanjem na temperaturi od 50 °C i homogenizacijom na magnetskoj mijesalici (slika 5).

Slika 5. Polimerna otopina PCL-a na magnetskoj mijesalici
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3.1.3 Izrada kolektora pomocu 3D printera

Kolektori su prvo dizajnirani pomoc¢u programa 123D Design i AutoCAD. Program 123D
Design je jednostavan za uporabu i koristi primjenu ¢vrstih materijala. Postupak se sastoji u tome da
se najprije nacrta baza odgovarajuc¢ih dimenzija. Zatim se na bazu postave pravokutnici odredenih
dimenzija da se oblikuje kolektor. Utori su se dobili tehnikom copy/paste. Na kraju se dizajnirani
kolektor prebaci u format kojeg AutoCAD podrzava i nakon toga se svi dijelovi sjedine u jedno
tijelo. Kolektori su dobiveni tehnikom 3D printanja na Form 2 3D printeru proizvodaca FormLabs

(slika 6).

Slika 6. Form 2 3D printer proizvodaca FormLabs

U radu je koristen kolektor broj 2 sa specificnom topografijom paralelnih kanalic¢a (slika 7.b),
dobiven postupkom 3D printanja na Form 2 3D printeru, na kojem je vrSeno elektroispredanje
vlaknastog mata.

Ova specifi¢na topografija potrebna je kako bi zasijane fibroblastne stanice rasle 1 migrirale
prema obliku povrsine nosaca. Puni dio se razlikuje kod kolektora i u ovom slucaju je visine 1.2 mm,

a Sirine 0.3 mm, dok su utori (kanali) na istoj razini, a Sirina kanala je 0.8 mm. Povrsina kolektora je

10 cm? [17].
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Slika 7. Modeli kolektora a) kolektor 1, b) kolektor 2, c) kolektor 3
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3.14 Postupak elektroispredanja

Elektroispredanje pripremljenih otopina PCL-a provedeno je na uredaju za elektroispredanje,
NT-ESS-300, NTSEE Co. Ltd. South Korea. Uredaj za elektroispredanje sastoji se od:
1) pumpa i Sprica sa iglom ravnog vrha,
2) izvor visokog napona,
3) rotiraju¢i cilindar, tj. kolektor (slika 8).
Uvjeti postupka elektroispredanja su:

e clektri¢ni napon: 15 kV

udaljenost od vrha igle do kolektora vlakana: 18 cm

brzina protoka polimerne otopine: 1 mL/h

ukupno vrijeme (t): 4 sata

Sprica proizvodac¢a, BD plastic, puni se sa po 4 mL otopine PCL-a. Sprica s iglom stavlja se na
pumpu gdje se postavlja uvjet brzine protjecanja otopine. Na iglu se prikljuci izvor napona radi
rasprSenja polimerne otopine. 3D izradeni kolektori postavljaju se na udaljenost od 18 cm od $price
s iglom te se ispreda u vremenu od 4 sata. Nakon 4 h iskljuuje se izvor napona te se

elektroispredeni uzorak premjesta s kolektora i sprema za daljnju analizu [12].

Slika 8. Uredaj za elektroispredanje NT-ESS-300, NTSEE Co. Ltd. South Korea
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3.15 Obrada s NaOH

Povrsina dvaju od Cetiri uzorka prije nanasanja TiO> tretirana je u otopini NaOH kako bi se
izmjenila energija povrSine, smanjio kontaktni kut s vodom te na taj nacin iz vrlo hidrofobne
povrsine ¢istog PCL polimernog mata dobio hidrofilan mat koji bi imao ve¢e mogucénosti reagiranja
s polarnim TiOo.

Napravljena je vodena otopina IN NaOH u kojoj su uzorci polimera tretirani 1h, a nakon

toga isprani destiliranom vodom do pH neutralnog.
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3.1.6 Nanosenje TiO2

TiO2 je iz 1 %-tne vodene otopine naneSen naknadno na polimerne matove pomocu ultrazvuéne
kupelji. Sveukupno Cetiri (dva bez i dva obradena NaOH) uzorka drzana su u ultrazvu¢noj kupelji 30
i 60 min kako bi se napravila usporedba i odredilo vrijeme kod kojeg se nanese najvec¢a koli¢ina

TiO2 na mat te ravnomjerno rasporedi, bez aglomerata.
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3.2Karakterizacija elektroispredenih materijala

3.2.1 Mjerenje kontaktnog kuta s vodom

Kontaktni kut odreden je metodom visece kapi (Sessile drop) pomocu uredaja za mjerenje
kontaktnog kuta, goniometra, DataPhysics OCA 20 Instruments GmbH (slika 9). Provedeno je
mjerenje za nemodificirani PCL i PCL modificiran s NaOH. VVolumen kapljice vode koji je nanesen
na uzorke varirao je od 1.000 puL do 5.000 pL. Na svaki uzorak nanesene su 3 kapljice vode te je

nakon 20 sekundi mjeren kontaktni kut.

Slika 9. Goniometar DataPhysics OCA 20 Instrument
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3.2.2 Elektronski pretrazni mikroskop (SEM) — izgled povrSine nosaca

Za odredivanje morfologije elektroispredenih vlakana te izgleda njihove povrSine uzorci su
snimljeni na pretraznom elektronskom mikroskopu SEM QUANTA 250, FEIL, (slika 10).
Prije snimanja uzorci su pripremljeni nanoSenjem tankog sloja zlata kako bi postali elektrovodljivi.

Uzorci su snimljeni na nekoliko razli¢itih mjesta s uvec¢anjima 50, 1000, 2000 i 3000 puta.

o
=
>
=
>
m
m
o
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w
3

Slika 10. SEM mikroskop QUANTA 250, FEI
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3.2.3 Termogravimetrijska analiza (TGA)

Za odredivanje toplinske stabilnosti koriSten je TGA analizator Q500 tvrtke TA Instruments
(slika 11). Uzorci od oko 10 mg analizirani su u struji dusika uz brzinu zagrijavanja od 10°C/min, u

temperaturnom podrucju od 25°C do 600°C.

Slika 11. Termogravimetar Q500, TA Instruments
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3.2.4 Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (DSC)

Toplinska svojstva odredena su pomoc¢u DSC instrumenta tvrtke Mettler Toledo (slika 12).
Uzorci mase oko 6 mg zagrijavani su od -100°C do 100°C brzinom zagrijavanja od 10°C/min i
drzani su na toj temperaturi 5 minuta da se ,,zaboravi“ toplinska povijest uzorka u postupku
priprave. Uzorci su nakon toga ohladeni na -100°C brzinom od 10°C/min., nakon ¢ega slijedi ciklus
zagrijavanja od -100°C do 100°C. Iz dobivenih krivulja nakon drugog ciklusa zagrijavanja/hladenja
odredene su vrijednosti faznih prijelaza (temperatura staklastog prijelaza, taljenja i kristalizacije) te
entalpije taljenja, odnosno kristalizacije. Hladenje na niske temperature provedeno je tekucim

dusikom. Kroz cijeli eksperiment koristen je inertni plin dusik.

Slika 12. Diferencijalni pretrazni kalorimetar Mettler Toledo DSC 822°
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4 REZULTATI | RASPRAVA

4.1Mjerenje kontaktnog kuta s vodom

Kontaktni kut odreden je metodom visece kapi (Sessile drop) pomocu vode, pri ¢emu je
ispitano vlaZenje elektroispredenog PCL vlaknastog mata prije i nakon obrade s NaOH.

Iz vrijednosti kontaktnih kutova mogu se utvrditi interakcije izmedu povrsine uzoraka i vode.

Mjerenje kontaktnog kuta igra vaznu ulogu u karakterizaciji povrsine. On predstavlja mjeru
vlazenja krutine kapljevinom. Kapljica se razlijeva po krutoj povrsini do uspostavljanja ravnoteznog
oblika. Sile koje djeluju na periferiji kapljice ¢ine kontaktni kut s krutom povr$inom. Stanje povrsine

odreduje se obzirom na njenu polarnost, homogenost i hrapavost.

Hidrofobnost vlaknaste povrSine PCL-a moZe se promijeniti tretiranjem u NaOH. Kako bi
potvrdili da je doslo do promjene iz hidrofobnog u hidrofilni polimerni mat, mjeren je kontaktni kut

s vodom netretiranog i tretiranog PCL mata.

Slika 13. i 14. Kontaktni kut s vodom za ¢isti PCL mat

Poznato je da PCL vlaknasti polimerni matovi imaju kontaktni kut s vodom oko 80 °.
Rezultati ovog istrazivanja kontaktnog kuta mata cistog PCL-a sa slike 13 i 14 pokazuju
hidrofobnost a vrijedost iznosi 125,8 £ 5,6 °, dok PCL mat modificiran s NaOH pokazuje izrazitu
hidrofilnost (~0 °) §to potvrduje da je povrSina PCL-a postala polarna. Obrada s NaOH upravo se i
radi kako bi se smanjila hidrofobnost povrSine polimera i poboljSale interakcije izmedu polimernog

nosada i TiO,. NaOH hidrolizira esterske veze PCL §to rezultira karboksilnim funkcionalnim
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skupinama na povrsini PCL (slika 15.). Karboksilne skupine pridonose manjoj hidrofobnosti
povrsine, tj. nizoj vrijednosti kontaktnog kuta. Zbog utjecaja NaOH na povrSini polimera ostvaruje
se 1 nano-hrapavost $to dodatno doprinosi povecanju specificne povrSine koja reagira s TiO2

Cesticama [18].

0 0
R O~ Na* + HO——R'
)I\ R+ NaOH » )I\
R 0 R O/

Karboksilni ester Natrijev hidroksid Natrijev karboksilat Alkohol

Slika 15. Djelovanje NaOH na strukturu PCL-a

Slike kapljice za polimerni mat s NaOH nije bilo moguce dobiti jer je zbog izrazite

hidrofilnosti mat instantno upio kapljicu vode.
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4.20dredivanje morfoloske strukture elektronskim pretraznim mikroskopom
(SEM)

Slike 16. i 17. prikazuju strukturu cistog mata PCL-a prije obrade NaOH i nanaSanja TiO».
Vidljiva je porozna vlaknasta struktura dobivena elektroispredanjem koja prati geometriju kolektora.
Osim vlakana pojavljuju se i okruglaste strukture PCL-a.

\

L F 5 SEMHV:20.00kV  SEM MAG: 2.00 kx L
VEGAW TESCAN g/ Date(m/d/y): 02/09/18 Stef 50 pm VEGAW TESCAN g
Det: SE Stef Performance in nanospace u Det: SE Stef Performance In nanospace n

SEM HV: 20.00 kV SEM MAG: 50 x L
Date(m/dfy): 02/08/18 Stet 2mm

Slika 16. i 17. SEM mikrografije ¢istog elektroispredenog PCL mata

Prosjecna vrijednost promjera vlakana je 3 £ 0,1 pm. Mat se sastoji od nasumic¢no
orijentiranih isprepletenih vlakana sa specificnom strukturom pora. PovrSina vlakana je pravilna i

nema defekata.

Primjena polimernog mata za uzgoj tkivnih stanica ukljucuje dvostruku poroznost
elektroispredenog vlaknastog nosaca tj. mikro pore dovoljno velike za penetraciju stanica u dublje
slojeve nosaca 1 nano pore dovoljno male za adheziju receptora stanica, prijenos nutrijenata i kisika,

potrebnih za razvoj stanica. Dodatkom TiOz postize se antibakterijsko djelovanje nosaca [19].
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SEM HV: 20.00 kV SEM MAG: 3.00 kx
t Date(m/dAy): 02/01/18  Stef 20 pm VEGAW TESCAN g
Det: SE Stef Performance in nanospace n Det: SE Stef Performance in nanospace u

SEM HV: 20.00 kV SEM MAG: 1.00 kx L P
Date(m/dfy): 02/01/18  Stef 100 pm VEGAW TESCAN

Slika 18. i 19. SEM mikrografije ¢istog PCL mata s TiO2 nakon 30 min. sonifikacije

Slike 18.i 19. prikazuju dobru raspodjelu ¢estica TiO> unutar elektroispredenog PCL mata

nakon 30 minuta u ultrazvu¢noj kupelji.

SEM HV: 20.00 kV SEM MAG: 3.00 kx
Date(m/dfy). 02/09/18  Stef 20 pm VEGAW TESCAN g’
Det: SE Stef Performance in nanospace n

SEM HV: 20.00 kV SEM MAG: 2.00 kx N P T AT
Date(m/d/y): 02/09/18  Stef 50 pm VEGAW TESCAN g
Det: SE Stef Performance in nanospace n

L 1 L 1

Slika 20. i 21. SEM mikrografije ¢istog PCL mata s TiO2 nakon 60 min sonifikacije

Nakon 60 minuta drzanja elektroispredenog PCL mata u ultrazvucnoj kupelji deponira se
velika koli¢ina TiOz na i unutar polimernog mata, no ¢estice punila nisu ravnomjerno rasporedene,

nego imaju tendenciju aglomeracije §to je vidljivo na slici 21.
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Slika 22. i 23. SEM mikrografije PCL mata obradenog s NaOH s TiO> nakon 30 min sonifikacije
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Det: SE Stef

Slika 24. i 25. SEM mikrografije PCL mata obradenog s NaOH s TiO2 nakon 60 min sonifikacije

Modifikacijom povrsine NaOH promijenila se glatko¢a povrsine, vizualnom analizom
ustanovljeno je da se polimerni mat skupio, nije bio elasti¢an i leprSav kao prije te je na SEM slici
24 uodljivo da se izmijenila geometrija kanalica. Usprkos maloj nepovoljnoj promjeni morfologije
povrsine, vidljivo je sa slika 22 i 23 da su ¢estice TiO2 nakon 30 minuta u ultrazvu¢noj kupelji u
velikoj mjeri ugradene u strukturu polimernog mata. Nakon 60 minuta nanasanja aglomeracija
Cestica punila je neznatna, a raspodijeljenost unutar cijele povrsine i izmedu pora je ravnomjerna kao

1 kod uzorka koji je drzan u ultrazvuénoj kupelji 30 minuta. Postoje naznake da je moguca i

penetracija Cestica punila u same pore.
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a). b).
c). d).

Slika 26. Mapping TiO2: a) 30 min bez NaOH, b) 30 min s NaOH; c¢) 60 min bez NaOH, d) 60 min s

NaOH

Mapping fotografije jasno prikazuju gdje se titanijev dioksid smjestio unutar elektroispredenog
PCL polimernog mata. Crvena boja oznacava cestice titanijevog dioksida ¢ime je dokazano da se
djelovanjem NaOH na povrSinu polimera poboljSavaju interakcije s titanijevim dioksidom
(slika 26. a) i c)), a dulja izlozenost ultrazvu¢nim valovima pospjeSuje ravnomjernu raspodjelu

Cestica punila (slika 26. b) i d)).
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4.3Termogravimetrijska analiza (TGA)
Termogravimetrijskom analizom dobiven je gubitak mase u ovisnosti 0 temperaturi, a
derivacijom krivulje dobivena je ovisnost brzine gubitka mase s temperaturom. Dobiveni rezultati

prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Vrijednosti dobivene termogravimetrijskom analizom
UZORAK m/ mg m/ % Tpot / °C Tkraj / °C

ostatak nakon 600°C

PCL 0 0 365,5 426,9
PCL + TiO2 30min 0,67 10,21 384,01 452,75
PCL + TiO2 60min 0,79 10,54 367,55 426,52
PCL(NaOH) + TiO2 30 min 0,80 10,72 372,61 432,08
PCL(NaOH) + TiO2 60 min 0,88 10,82 362,95 427,24
100
1 — 30 min
80 = 60 min
—— NaOH 30 min
—— NaOH 60 min
— 60 -
S
S 40 -
20 4
04
S(I)O ' 4(I)O ' 5(I)0 ' 6(I)0
T(°C)

Slika 27. TG krivulje za PCL/TiO2 matove kod razli¢itog vremena nanosenja TiO>
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Slika 28. DTG krivulje za PCL/TiO2 matove kod razli¢itog vremena nano$enja TiO2

Utjecaj nanaSanja TiO2 ultrazvukom te povrSinska obrada NaOH na toplinsku stabilnost

elektroispredenih matova PCL-a prikazana je na slikama 27 i 28.

Dodatak TiO2 u PCL poboljsava toplinsku stabilnost polimera i on se po¢inje razgradivati pri
vi§im temperaturama. No, produljenjem vremena nanoSenja TiO> temperatura pocetka razgradnje
smanjuje se i to znacajno, iz ¢ega se moze zakljuciti da je 60 minuta predugo vrijeme nanosenja
TiO2 jer smanjuje toplinsku stabilnost elektroispredenog mata. Takoder se smanjuje i temperatura
pocetka razgradnje elektroispredenog mata obradom povrSine S NaOH $to dodatno nepovoljno

djeluje na toplinsku stabilnost polimera.

Prema podatcima za ostatak nakon 600 °C (%) moze se vidjeti koli¢ina TiO2 uklopljena u
strukturu elektroispredenog mata. Obradom povrsine NaOH dolazi do znatnijeg povecanja mase
TiO2 u elektroispredenim PCL matovima §to je vidljivo iz Tablice 1. Najvise TiO2 uklopljeno je u
strukturu PCL-a nakon 60 minuta nanosenja TiO2 na uzorku koji je modificiran s NaOH. To
pokazuje da dulje vrijeme nanoSenja TiO2 poveéava postotni udio TiO2, ali pritom razruSava

strukturu samog polimernog mata i smanjuje toplinsku stabilnost polimera.
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4.4Diferencijalna pretrazna kalorimetrija — fazni prijelazi

Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (DSC) kao instrumentalna tehnika koristi se za karakterizaciju
toplinskih svojstava materijala, u ovom slucaju odredivanja faznih prijelaza: temperature staklastog
prijelaza (stakliste-Tg), taljenja (Tm) i kristalizacije (Tc) te entalpije taljenja (AHm) i postotka

kristalnosti (yc).

Na osnovi krivulja ovisnosti toplinskog toka o temperaturi prikazanih na slici 29. odredene
su karakteristicne vrijednosti koje se nalaze u tablici 2. Endotermni i egzotermni prijelazi na
krivuljama ukazuju na djelomi¢no kristalnu morfologiju elektroispredenog PCL mata, a uoceno je i

da se dodatkom TiO. povecava kristalnost.

a)

PClI

PCI+TiO2 30 min / \\ —
PCHTiIO260min

PCHTiO2 30 min (NaOH
PCIHTiO2 60 min (NaOH)

<20 <15 -10 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 °C
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PCI Cisti

PCI+TiO230min ___————

PCI+TiO2 60 min

PCIHTiO2 30 min (NaOH)

PCI+TiO2 60 min (NaOH)

b) \/

-80 =70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 920 °C

Slika 29. Graficki prikaz krivulja a) kristalizacije i b) taljenja PCL i PCL/TiO2 matova

dobivenih pomocu diferencijalne pretrazne kalorimetrije

Na DSC krivulji zagrijavanja na temperaturi od oko -50 °C javlja se prijelaz vezan za
stakliSte mekog segmenta PCL-a, dok se na vi§im temperaturama, oko 60 °C, javlja endotermni
prijelaz koji odgovara taljenju kristalastog segmenta PCL-a (Tm).

Dodatkom mikro TiO2 dolazi do neznatnog pomaka stakli$ta na vise temperature §to ukazuje
na smanjenje pokretljivosti amorfne faze PCL dodatkom TiO,. Dolazi do neznatnog porasta stupnja
kristalnosti (izracunato pomocu jednadzbe (1)) uslijed nukleacijskog u¢inka TiO; te time pospjesuje
kristalizaciju, ali ograni¢ava pokretljivost polimernih makromolekula. No kod elektroispredenih
PCL/TiO2 matova netretiranih i tretiranih s NaOH nakon 60 min. u ultrazvuénoj kupelji dolazi do
smanjenja postotka kristalnosti $to moze ukazivati na razaranje strukture samog polimera predugim

izlaganjem ultrazvuku.

‘o = AH,, <100 )

AH®n x (1— Wi, J

100
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Tablica 2. Vrijednosti temperature staklastog prijelaza, taljenja i kristalizacije te entalpija taljenja i

xc za PCL i PCL/TiO2 matove, dobivene DSC analizom

UZORAK
PCL
PCL + TiO2 30min
PCL + TiO2 60min

PCL(NaOH) + TiO2 30 min

PCL(NaOH) + TiO2 60 min

Tg/°C Tm/°C

-52,9

-48,1

-52,7

-54,0

-54,8

58,5

60,9

60,2

59,5

57,9

AHm / Jg!
49,93
44,74
27,95

47,24

29,64

Tc/°C

26,0

24,8

25,35

28,9

29,8

xc! Yo
35,16
35,32
23,00

37,26

23,41
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5 ZAKLJUCAK

U dosadasnjim istrazivanjima titanijev dioksid se kao punilo dodavao u polimernu otopinu za
elektroispredanje i na taj nacin su se dobivali polimerni matovi za primjenu u bioinzenjerstvu tkiva.

U ovom radu ispitivana je mogucnost inkorporiranja titanijevog dioksida u ve¢ elektroispredeni
polimerni mat PCL-a pomocu ultrazvu¢ne kupelji. Usporedena su dva vremena tretiranja
ultrazvukom, 30 i 60 minuta. Takoder, usporeden je utjecaj modifikacije povrSine s NaOH na sami
polimer i na adheziju TiO2. Proces modifikacije povrsine elektroispredenog PCL mata proveden je
kako bi se ostvarila bolja interakcija povrSine s Cesticama TiO».

Nakon modifikacije s NaOH mijeren je kontaktni kut goniometrom i potvrdena je promjena
povrsine polimera od hidrofobne do hidrofilne, gdje je kut ¢istog PCL bio 125,8 + 5,6 °, a PCL mata
s NaOH ~0 °.

SEM  mikrografije  pokazuju vlaknastu poroznu strukturu PCL-a dobivenu
elektroispredanjem i vidi se da je TiO2 ugraden u strukturu PCL mata. Pri izlaganju
elektroispredenog PCL mata 30 minuta u ultrazvuénoj kupelji koli¢ina TiO2 je ravnomjerno
rasporedena unutar strukture polimera. Kod izlaganja 60 minuta TiO2 ima tendenciju aglomeracije.
Modifikacija povrsSine polimera S NaOH neznatno narusava strukturu PCL, no omogucava bolju
adheziju s TiOa.

Takoder, termogravimetrijskom analizom 1 diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom
ustanovljeno je da predugo izlaganje elektroispredenog PCL mata ultrazvuku dovodi do smanjivanja
njegove toplinske stabilnosti i narusavanja morfoloske strukture.

Moze se zakljuciti da je nanasanje TiO2 u vremenu od 30 minuta optimalno vrijeme za
dobivanje dovoljne koli¢ine ugradenog TiO2 u elektroispredenom PCL matu i njegove ravnomjerne
raspodjele kako bi Cestice punila mogle antibakterijski djelovati i sprijeiti nastajanje i Sirenje

mikroorganizama tijekom uzgoja i transplatacije tkiva.
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6 POPIS KRATICA | SIMBOLA
PCL — polikaprolakton

TiO; — titanijev dioksid
NaOH — natrijev hidroksid

SEM - pretrazna elektronska mikroskopija (Scanning Electron Microscopy)
3D — trodimenzionalno

PLA — poli-laktidna kiselina

PLGA — poli-lakto-ko-glikolna kiselina

PEO - poli-etilenoksid

PDLA — poli-D-laktidna kiselina

M — prosje¢na molekulska masa

0 — kontaktni kut tekucine (°)

DSC — diferencijalna pretrazna kalorimetrija (Differential Scanning Calorimetry)
TGA — termogravimetrijska analiza (Thermogravimetric Analysis)
m — maseni ostatak [mg ili %]

Tpo: — temperatura pocetka razgradnje [°C]

Twrej — temperatura na kraju razgradnje [°C]

T, — temperatura staklastog prijelaza [°C]

Tm temperatura taljenja [°C]

Tc — temperatura kristalizacije [°C]

AHn — entalpija taljenja [Jg™]

xc — Stupanj kristalnosti [%]
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