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SAZETAK

Elektroispredanje je postupak proizvodnje nanovlakana pomocu elektrostatskih sila. Ljudsko
tkivo sklono je oste¢enju. Manje rane, ogrebotine i iS¢asenja, pa cak i blazi lomovi
kostiju lako zarastaju. Problem su potpuno osteceni organi koji gube funkciju, kao i veliki
lomovi kostiju. U rjesavanju ovog problema pomaze tkivno inzenjerstvo. TKkivno
inzenjerstvo i proizvodnja funkcionalnih tkiva i organa dio su modernih biomedicinskih
istrazivanja 1 primjena. U tkivhom 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. Nosa¢i su napravljeni od
biokompatibilnih i/ili biorazgradljivih materijala. U zadnje vrijeme Kkoriste se biorazgradljivi
vlaknasti polimeri kao matrice za uzgoj i rast razli¢itih tkivnih stanica. Posebice, nosaci
dobiveni elektroispredanjem poli(e-kaprolaktona) (PCL-a) pokazuju dobar potencijal kao
nosaci tkiva za regeneraciju koze. U ovom radu postupkom elektroispredanja pripremljena su
nosa¢ od Cistog PCL-a te nosa¢i PCL-a u kombinaciji s fibroinom svile (FS) (18% PCL+50%
FS), antibiotikom Cefuroximom (18 % PCL+25 % CFU) i nosa¢i 18% PCL+50% FS uz
dodatak 0,5 mas% mikro i nano TiO,. Istrazen je utjecaj FS, CFU i TiO; na morfolosku
stukturu, viskoelasticna svojstva 1 hidrofobnost elektroispredenih vlaknastih nosaca
elektronskim pretraznim mikroskopom (SEM) , dinamicko mehanickom analizom (DMA) te

odredivanjem kontaktnog kuta.

Kljuéne rijeci: elektroispredanje; tkivno inZenjerstvo; polikaprolakton; fibroin svile;

titanijev dioksid



ABSTRACT

Electrospinning is process of nanofiber production using electrostatic forces. Human tissue is
prone to damage. Smaller wounds, scratches and sprains, and even milder fractures of the
bones are easily healed. The problem are completely damaged organs that lose function as
well as large-scale bone fractures. In addressing this problem, tissue engineering has a
solution. Tissue engineering and manufacturing of functional tissues and organs are part of
modern biomedical research and application. In tissue engineering cells are planted in
biomaterials prior to transplantation. These materials then serve as temporary carriers that
improve cell reorganization to form functional tissue. The carriers are made of biocompatible
and or biodegradable materials. Recently, biodegradable fiber polymers are used as matrices
for the cultivation and growth of different tissue cells. Specifically, scaffolds obtained by
electrospinning of poly (e-caprolactone) (PCL) exhibit good potential as skin regeneration
tissue carriers. In this work by electrospinning procedure scaffolding materials were
produced: polycaprolactone (PCL) scaffold (100% PCL), combined bi-polymer scaffold silk
fibroin (SF) (18% PCL+50% FS), (PCL) scaffold with antibiotic Cefuroxim (18 % PCL+25
% CFU) and 18% PCL+50% SF with incorporation of 0,5 mas.% of micro and nano TiO,.
Morphology, viscoelastic properties and hydrofobicity of the scaffolds were characterized to
evaluate the effect of FS,CFU and TiO, by means of scanning electron microscopy (SEM),

dynamic mechanical analysis and contact angle.

Keywords: electrospinning; tissue engineering; polycaprolactone; silk fibroin; Titanium

dioxide
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1.UVvOD

Sklonost ljudskog organizma, tkiva i organa povredama i oSteCenjima problem je s kojim se
ljudi svakodnevno susrecu. Taj nedostatak radi velike probleme za ljudsko zdravlje i brigu o
njemu samom. Manje rane, ogrebotine 1 iSCaSenja, pa ¢ak i1 blazi lomovi kostiju lako zarastaju.
Lijecnici u svakodnevnom radu pokusSavaju na¢i metode lijeCenja kojima ¢e Sto uspjesnije
sanirati ozljede. Neke od metoda lije¢enja su kori$tenje umjetnih organa kao $to su zglobne
proteze 1 sr¢ani zalisci, zatim transplantacija tkiva s jednog mjesta na drugo u istom pacijentu
ili transplantacija organa od jedne osobe (donora) u drugu. Svaka od tih metoda moze
uzrokovati i brojne probleme, od toga da organizam odbacuje transplantirani organ do
nedostatka prikladnih donora. U rijeSavanju ovog problema pomaze tkivno inzenjerstvo.
Tkivno inzenjerstvo temelji se na popravku 1 regeneraciji oSteCenih tkiva 1 organa razvojem

bioloskih nadomjestaka koji vracaju, odrzavaju ili poboljsavaju funkciju tkiva i organa.

U tkivnom inZenjerstvu koriste se prirodni i sintetski biomaterijali za izradu 3D nosaca
na koje se zasijavaju stanice izolirane iz pacijenta. Za dobivanje nosaca zeljene topografije
koristi se tehnika elektroispredanja u kombinaciji s 3D printanjem (aditivnom proizvodnjom).
3D printanje se koristi za izradu nosaca odredene topografije, a zatim se na njima u postupku
elektroispredanja prikupljaju vrlo fina vlakna odredenih svojstava. Vlakna prikupljena na
kolektoru oponasaju uzorke kolektora i tako nastaju nosaci koji imaju odredenu mikro-

topografiju pogodnu za povezivanje stanica i razvoj novog tkiva.

U ovom radu koriSteni su elektroispredeni vlaknasti nosa¢i dobiveni elektroispredanjem
polikaprolaktona (PCL) jer pokazuju dobar potencijal kao nosaci tkiva za regeneraciju koze i
ne stvaraju Stetne produkte razgradnje. Osim toga, PCL ima dobra mehanic¢ka svojstva i
produljeno vrijeme razgradnje. U radu je KkoriSten elektroispredeni nosa¢ na osnovi
polikaprolaktona (PCL) u koji je dodan fibroin svile (FS) i titanijev dioksid (Ti02) veli¢ina
Cestica na mikro i nano razini, koji se koristi za regeneraciju koZe. Fibroin svile koristi se za
povecanje hidrofilnosti i za rast stanica, a TiO2 zbog svojih antibakterijskih svojstava. Drugi
elektroispredeni nosa¢ koristi se u regeneraciji oka gdje se PCL-u dodaje antibiotik CFU.
Cilj ovog rada je istraziti kako dodatak fibroina svile, TiO2 i CFU utjeCe na viskoelasti¢na i

morfoloska svojstva te hidrofilnost/hidrofobnost elektroispredenih nosaca.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. InZenjerstvo tkiva

InZenjerstvo tkiva je interdisciplinarno znanstveno podru¢je koje primjenjuje nacela
inZenjerstva i prirodnih znanosti usredoto¢enih na rjeSavanje problema dugotrajnih popravaka
tkiva i kako bi se zadovoljila potraznja za sigurnim, funkciolnalnim i lako dostupnim
zamjenama za nepovratno ostecena tkiva [1,2]. Inzenjerstvo tkiva nudi nove moguénosti U
podrucju regenerativne medicine, u kojem se omogucuje vracanje funkcija oSteCenih tkiva ili
organa pacijenta. Veliki napredak u inzenjerstvu tkiva postignut je upotrebom trodimenzijskih
struktura (eng. scaffold) pripremljenih od biomaterijala u kojima se uzgajaju stanice prije
transplantacije [2]. Stanice se biopsijom uzimaju iz tijela pacijenta, izoliraju i proSiruju na
dvodimenzijske posude za uzgoj ili se direktno nasaduju na trodimenzijski porozni
biorazgradivi nosac (slikal). Nosa¢ mora biti biokompatibilan sa nasadenim stanicama kako
bi se omogucilo vezanje stanica, umnazanje, migracija i razvoj u svrhu stvaranja novog tkiva
[3]. Nosaci sluze kao ,,logisticki predlosci® pruzajuéi stanicama posebne topoloske znacajke,
mehanic¢ki okoli§ 1 povrSinske ligande, a variraju u nekoliko parametara (poroznost,
elasti¢nost, oblik). Biorazgradivi su, a izbor polimernih biomaterijala za izradu nosaca ovisi o
vrsti zamjenskog tkiva koje se razvija [4]. Prvi koriSteni materijali bili su dvodimenzijskog
oblika, gdje se prijanjanje stanica odvijalo samo na povrsini nosaca te su bili trajni tj. nisu se
bioloSki razgradivali tijekom zivota pacijenta. Nasuprot tome, materijali nove generacije
odlikuju se trodimenzijskom poroznom strukturom, koja potiCe povezanost, rast i razvoj
stanica unutar materijala, uz postupnu istovremenu biolosku razgradnju i regeneraciju
funkcionalnog tkiva [1]. Nosa¢ koji sluzi kao predlozak za stvaranje tkiva najcesce je
nasaden stanicama 1 faktorima rasta (proteinima) te podvrgnut biofizikalnim podraZajima u
bioloskim reaktorima [5]. Sluzi kao privremena potpora stanicama izoliranih iz prirodnog
tkiva koje se potom uzgajaju i izrastaju u novo tkivo prije ugradivanja u pacijenta [6]. Nosac
se u tijelu pacijenta zamjenjuje prirodno natalozenom izvanstanicnom matricom (engl.
extracellular matrix, ECM) koju taloZe stanice tijekom svog razvoja, odnosno diferencijacije.
Izvanstani¢na matrica je prirodni bioloski materijal za stvaranje tkiva te je u dinamickoj

ravnoteZi s okolnom mikro-okolinom [7].
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Slika 1. Primjer koncepta tkivnog inZenjerstva koji ukljuCuje zasijavanje stanica unutar
poroznog nosaca nacinjenog od biomaterijala. (a) Stanice su izolirane iz pacijenta i spremne
za uzgoj (b) in vitro na dvodimenzionalnoj povrSini za uspjeSniji razvoj. (C) Stanice su
zasijane na poroznom nosacu zajedno sa faktorima rasta, malim molekulama i mikro/nano
Cesticama. Nosaci sluze kao mehanicka potpora i kalup te njihova poroznost osigurava visoki
prijenos mase. (d) Daljnji rast stanica odvija se u bioreaktoru koji osigurava optimalne uvijete
za organizaciju i funkciju tkiva. () Nakon §to je funkcionalno tkivo dobiveno, konstrukcija je

transplantirana na ranu kako bi se povratila funkcija [8].

2.1.1. Zahtjevi biomaterijala u inZenjerstvu tkiva

Neovisno o vrsti tkiva, prilikom dizajniranja biomaterijala za umjetna tkiva, vazno je da
materijal ispunjava slijedece uvjete: biokompatibilnost, biorazgradivost, poroznost (struktura)

i ¢vrsto¢a materijala [5].
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2.1.1.1. Biokompatibilnost

Prvi zahtjev koji potencijalni materijal za umjetna tkiva mora ispuniti jest biokompatibilnost.
Biokompatibilnost je mjera kompatibilnosti materijala s bioloskim sustavom. Stanice moraju
prianjati na materijal, normalno funkcionirati, migrirati po povrSini i kroz nosa¢ te se
umnozavati na materijalu. Nakon ugradnje u ljudsko tijelo, nosa¢ ne smije izazvati
imunolosku reakciju kako bi se sprijecilo bilo kakav upalni proces koji bi mogao smanjiti

ozdravljenje ili prouzrociti odbacivanje materijala od strane tijela [5].
2.1.1.2. Biorazgradivost

Jedan od ciljeva tkivnog inZenjerstva je omoguciti stanicama pacijenta da zamijene ugradeni
nosac¢ tijekom odredenog perioda. Nosaéi nisu namijenjeni kao trajni umetci ve¢ privremeno
ostaju u tijelu pacijenta. Stoga bi takav materijal trebao biti u potpunosti biorazgradiv.
Nusprodukti bioloske razgradnje ne smiju biti toksi¢ni i moraju iza¢i iz tijela bez interakcija s
drugim organima. Stoga bi se takav materijal trebao razgradivati kontroliranom brzinom

razgradnje koja odgovara brzini stvaranja novog tkiva [5].
2.1.1.3. Mehanicka svojstva

U idealnom slucaju, nosa¢ bi trebao imati mehanicka svojstva u skladu s anatomskim
polozajem u koji se ugraduje te dovoljno ¢vrste strukture za kirursko rukovanje tijekom same
ugradnje. Pored zahtjeva ugradnje, nosa¢ bi trebao zadrzavati stabilnost i tijekom bioloske
razgradnje. Izrada nosaca s adekvatnim mehanickim svojstvima predstavlja veliki izazov za

inZenjerstvo kostiju i hrskavice [5].
2.1.1.4. Struktura

Struktura nosaca je iznimno vazna. Nosac¢i moraju imati visoko poroznu strukturu s dobrom
medusobnom povezanos$¢u pora radi osiguranja prohodnosti stanica, hranjivih tvari i
metabolickog otpada. Porozna struktura treba omoguditi difuziju otpadnih tvari iz nosaca i
migraciju stanica kroz cijeli volumen nosaca. Postoje razliciti kriti¢ni rasponi veli¢ina pora

0Visno o vrsti stanica i tkiva za koje se nosac¢ proizvodi [5].
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2.2. Biorazgradivi polimerni materijali

Biorazgradivi polimeri mogu se podijeliti u skladu s njihovim kemijskim sastavom,
podrijetlom i na¢inom dobivanja, metodama prerade, ekonomskom vaznosti, primjenom itd.
Biorazgradivi polimeri dijele se s obzirom na podrijetlo u dvije skupine: prirodni polimeri koji
se dobivaju iz prirodnih izvora i sintetski polimeri koji se dobivaju iz nafte. Pregled tih
kategorija dan je na slici (slika2) [9]. Cetiri glavne vrste biopolimera su krob, $ecer, celuloza
te prirodni polimeri od kojih su naéinjeni zivi organizmi kao $to su polisaharidi, hormoni, i
sli¢no. Postoje Cetiri osnovna nacina za dobivanje biopolimera. Najpozeljniji je da se u jeftine
sintetske polimere doda biorazgradiva ili fotooksidiraju¢a komponenta. Dakle, mijeSanjem
plastike s punilima (Skrob, glukoza) koja su podlozna razgradnji pod utjecajem
mikroorganizama ili uvodenjem karbonilnih skupina koje apsorbiraju UV-zrake i na taj nacin
iniciraju razgradnju (fotoliti¢ka razgradnja plastike). Drugi, skuplji nacin, je da se promijeni
kemijska struktura polimera dodavanjem hidroliziraju¢ih ili oksidiraju¢ih skupina u
ponavljajué¢i lanac sintetskog polimera. Tre¢i nacin je koriStenje biopolimera ili njegovih
derivata, a najpoznatiji takav materijal je bakterijski polihidroksialkanoat (PHA). Cetvrti
nacin je da se stvori nova hidrolizirajuca struktura poliestera, polianhidrida 1 polikarbonata

[10].

Biorazgradivi
polimeri

|
v v v

Prirodni Biorazgradivi polimeri Biorazgradivi
biorazgradivi dobiveni iz obnovijivih polimeri bazirani na
polimeri izvora energije naftnim derivatima
T EnEE : Polilzktidna —3 sPolikaptolakton:
»  Skrob ! kiselina {PLA} ! ' {PCL)
L T L r T S ——
. ':“-"""- """"”""""E Polibutilen
| Celuloza ' Polihidroksialkanoat | ' sukcanat {PBS) |
[t e (PHA) SN N
o o S ' \—> Polibutilen
- Sojin : ,  adipat-ko-
' - ' . '
| protein terefalat (PEAT) '

Slika 2 . Podjela biorazgradivih polimera [9].
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2.2.1. Polikaprolakton kao biorazgradivi polimer

Polikaprolakton (PCL) je djelomi¢no kristalni sintetski polimer (slika 3), koji je biorazgradiv i
ima dobra mehanicka svojstva. Dobiva se polimerizacijom otvaranjem prstena g-kaprolaktona
u prisutnosti kositrenog oktoata kao katalizatora. Mehanizam dobivanja (slika 4). PCL ima
temperatura staklastog prijelaza oko -60 °C, a temperaturu taljenja od 60 - 65 °C. Pri sobnoj
temperaturi ima prekidnu ¢vrstoéu od 23 MPa i prekidno istezanje vise od 700%.
Zahvaljuju¢i niskoj tempraturi staklastog prijelaza cesto se koristi kao kompatibilizator i kao
meki segment u poliuretanskim materijalima. Zahvaljuju¢i njegovoj brzoj resorpciji i
dugoro¢noj razgradnji u prisustvu vode (3 do 4 godine) PCL ima S$iroku primjenu u
biomedicinske svrhe. U usporedbi s ostalim alifatskim poliesterima, dobra reoloska i
viskoelasticna svojstva ¢ine PCL jednostavnim za proizvodnju npr. poroznih nosaca,
implantata, kao nosaci za dostavu lijeka, Savova i zavoja, regeneraciju kardiovaskularnog i
kostanog tkiva te regeneraciju zivaca [11]. PCL se lako razgraduje uz pomoc
mikroorganizama [12]. Za biorazgradnju PCL-a potrebno je nekoliko mjeseci do nekoliko

godina, ovisno o molekulskoj masi, stupanju Kkristalnosti i uvjetima razgradnje [13].

o)

H, H, H, H, H, ||
+C —Cc'—-C —-C —C —C—O%
1

Slika 3. Strukturna formula polikaprolaktona [11]

katalizator + ﬁ
0 toplina - o—{CH}—C
\,-»/ "

polikaprolakton

e-kaprolakton
Slika 4 . Dobivanje polikaprolaktona polimerizacijom otvaranja prstena e-kaprolaktona [11].
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PCL se koristi u razli¢itim podru¢jima primjene kao S§to su inzenjerstvo tkiva,
mikroelektronika te kao ljepila,u ambalazi itd. Njegova dobra svojstva kao §to su kontrolirana
razgradljivost, mjesljivost s drugim polimerima i biokompatibilnost ¢ine PCL primjenjivim u

razli¢itim podruc¢jima ukoliko postoji mogucnost kontroliranja njegovih svojstava [12].

2.2.2.Prirodna proteinska vlakna

Prirodna proteinska vlakna nazivaju se i1 Zivotinjskim vlaknima, jer su proteini (bjelancevine)
glavna grada protoplazme Zive stanice, a najviSe ih ima u Zzivotinjskim organizmima i
njihovim tvorbama i izlu¢inama kao S§to su zivotinjske dlake i svila. BjelanCevine su
makromolekulski spojevi, biopolimeri, sastavljeni od aminokiselina koje su medusobno
povezane peptidnim vezama. BjelanCevine pokazuju neke zajednicke kemijske reakcije i
podudaraju se u osnovnim oblicima strukture, ali se znatno razlikuju svojom funkcijom u
organizmu. Kao izvori prirodnih proteinskih vlakana sluze zivotinjske dlake, koje izgraduje

bjelancevina keratin i zivotinjska izlucina svila, koja se sastoji od bjelan¢evine fibroina [14].

2.2.2.1. Svila

Svilom se naziva tanko, sjajno vlakno koje proizvodi gusjenica dudova svilca. Gusjenica se
izleze iz jajaSca i hrani se dudovim lis¢em, a nakon tri do Cetiri tjedna prestane se hraniti i
poéinje se zamatati u ¢ahuru. Cahura nastaje pomicanjem glave i ispustanjem dviju ljepljivih
bjelancevinastih niti, koje se na zraku odmah stvrdnu u jednu. Za tvorbu ¢ahure potrosi se nit
duljine tri tisuce do Cetiri tisue Metara, od ¢ega se samo sedamsto do tisu¢u metara moze
odmrsiti u neprekinutu svilenu nit. Za industrijske se svrhe dudov svilac kontrolirano uzgaja u
posebnim uzgajalistima. Kako bi se sprijeCilo da se gusjenica razvije u leptira, koji bi pri
izlasku 1z Cahure razorio niti, Cahure se prije toga izlazu djelovanju vruceg zraka ili vodene
pare i gusjenice se usmrte. Zatim se ¢ahure namacu u vruc¢oj vodi, skida se vanjski sloj i nade
se pocetak kontinuirane niti. Vise se niti ujedinjuje i provlaci kroz prikladnu napravu za
odmatanje s ¢ahura te namata na vitlo kao sirova svila (tzv. grez-svila). Nit sirove svile sastoji

se od dviju svilenih niti gradenih od fibroina, koje su spojene ljepljivom bjelanc¢evinom
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sericinom. Sirova je svila stoga relativno debela, gruba opipa. Sericin se ostavlja na vlaknima
za vrijeme predenja i1 tkanja kako bi se olakSala preradba 1 sprijecilo oStecenje finih svilenih
niti. Nakon predenja ili tkanja sericin se uklanja kuhanjem u sapunskoj vodenoj otopini.
Postupak se naziva degumiranje, a dobivena degumirana svila dobiva svoj karakteristican
ugodan opip, blagi sjaj i leprSavost. Predenjem filamentnih svilenih niti i razlikama u broju
predenih niti, na¢inu predanja, broju uvoja i sl. postizu se ucinci po kojima se svilene tkanine
medusobno razlikuju. I niti s probuSenih cahura iskoriStavaju se i naj¢es¢e upredaju poput

pamuka ili lana u nesto deblje prede, tzv. Sap, buret i floret-svila.

2.2.2.1.2. Svojstva svile

Svila je vrlo tanko filamentno vlakno glatke povrSine, koje svilenim proizvodima daje
posebno ugodan i blag sjaj. To je vrlo ¢vrsto vlakno, koje i u mokrom stanju zadrzava do 85%
svoje CvrstoCe, pa se ubraja medu najévrséa prirodna vlakna. Gustoca je svile relativno
malena, pa su tanke tkanine suviSe lagane 1 leprSave 1 treba ih otezati. Upijanje je vlage dobro

i brzo.

Toplinsko izolacijska svojstva posljedica su zadrzavanja zraka u prostorima medu vlaknima.
Zbog toga su punije svilene tkanine od predenih preda vrlo tople, a istodobno je svila
pogodno vlakno i1 za ljetne vrucine, jer se od filamentne prede izraduju uglavnom tanke
tkanine, koje na kozi stvaraju osjet hladnoce. Otpornost je na prljanje dobra, jer se na povrsini
glatkog vlakna ne zadrZzavaju sitne Cestice prasine. Razrijedene kiseline svilu ne oSte¢uju, no
nesto jace kiseline uzrokuju skupljanje i ukruéivanje vlakana, dok jake kiseline potpuno

razgraduju svileni fibroin.

Elektriéno izolacijska svojstva svile uzrokuju teSkoce u preradbi zbog nabijanja statickim

elektricitetom, ali se mogu iskoristiti za elektroizolaciju [14].

2.2.2.1.2. Struktura molekule svile

Struktura molekule svile sadrzi velik udio nesupstituirane aminokiseline, glicina. Glicinski

segmenti stvaraju ravne, glatke, istegnute lance koji se vrlo gusto slazu. Posljedica takvog

slaganja je kristalinicna struktura koja daje ¢vrsto¢u i malu fleksibilnost. Kristali¢ni dio

fibroina je heksapeptid (-Gly-Ser-Gly-Ala-Gly-Ala-)n. Polipeptid je sloZen u antiparalelne -
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naborane ploce, §to omogucava visestruke vodikove veze okomite na peptidne lance. Opcéeniti
prikaz antiparalelne p-konformacije prikazan je slikom (slika 5). Ovisno o vrsti aminokiselina,

mijenja se stupanj kristali¢nosti fibroina [14].

Slika 5. Prikaz antiparalelne B-konformacije.

2.3. Titanijev dioksid TiO;

Titanij (IV) oksid je kemijski 1 bioloSki inertan, fotokataliticki stabilan materijal koji se

relativno lako proizvodi i koristi.

Titanijev dioksid javlja se u tri kristalne modifikacije koje su prikazane na slici 6: mineral
rutil (tetragonska struktura), mineral anatas (tetragonska struktura) i mineral brukit
(romboedarska struktura).

Anatas

Slika 6. Polimorfne modifikacije TiO2

Osim kao punilo za polimerne materijale, TiO2 se Kkoristi i u razne druge svrhe. Zbog svoje
velike pokrivne mo¢i, koristi se kao bijela boja (titanijevo bjelilo), zbog svoje netoksi¢nosti

dio je mnogih kozmetickih proizvoda, a koristi se takoder i u farmaceutskoj industriji, pa cak i
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u prehrambenoj industriji kao umjetno bojilo za hranu. Vazna primjena TiO2 je i u
fotokatalizi. U usporedbi s drugim poluvodi¢ima koji se takoder koriste u procesu fotokatalize
(Zn0O, Fe20s3, CdS, ZnS), titanijev dioksid se smatra najdjelotvornijim fotokatalizatorom. Kao
takav, koristi se u procesima pociséivanja vode i zraka, za razgradnju organskih onecis¢ivala

te za uklanjanje mikroorganizama kao $to su bakterije 1 virusi.

2.4. Cefuroxim

Cefuroxim je antibiotik cefalosporina druge generacije, ¢ija se struktura nalazi na slici 7.

Slika 7. Prikaz strukture Cefuroxima

Lijek Cefuroxim ima prolazne nuspojave i ljudski organizam ga dobro podnosi. Ako se
konzumira nakon hrane, ovaj se antibiotik bolje apsorbira i manje je vjerojatno da ¢e izazvati
najces¢e nuspojave poput dijareje, mucnine, povracanja, glavobolje/migrene, vrtoglavice 1
bolova u trbuhu u usporedbi s ve¢inom antibiotika u svojoj klasi. Ovaj antibiotik koristi se za
lokalno lije¢enje vanjskih infekcija oka i njegovih adneksa, uzrokovanih osjetljivim
bakterijama. Cefuroksim djeluje na: vecinu gram-pozitivnih aerobnih bakterija
Staphylococcus aureus te gram-negativnih bakterija poput Escherichia coli i Salmonella spp,

nadalje na S. pyogenes, B-tip streptokoka i sli¢no.
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2.5. Elektroispredanje
2.5.1. 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 [15] i 1914. godine J. Zeleny [16]. Od 1934. pa sve do 1944. godine A.
Formhals je postavio niz patenata na tom podrucju, pocevsi od postrojenja za
elektroispredanje celuloznih derivata pomoc¢u nazubljenog diska, koji je predstavljao prvi
pol elektricnog polja i gibaju¢eg 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 i matemati¢ar G. |. Taylor postavio je 1964. i 1969. godine matematicki model za
konusni oblik kapljice fluida pod utjecajem elektricnog 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 elektri¢cnog polja u ravnotezi. Prema njemu je konusni oblik
kapljice nazvan Taylorov konus [17]. 1981. L. Larrondo i R. St. John Manley usredotogili
su istrazivanja na elektroispredanje iz polimerne taline, i to talina polietilena i

polipropilena [18].

2.5.2. Princip elektroispredanja

Elektropredenje je jedinstvena tehnika predenja kod koje se primjenom elektrostatskih sila
proizvode fina vlakna iz polimernih otopina ili taljevina koja imaju manji promjer i ve¢i udio
povrsine u odnosu na volumen od onih dobivenih konvencijalnim postupcima (slika 8).
Nadalje, potrebna je istosmjerna struja napona nekoliko desetaka kV. Razne tehnike kao Sto
su elektrostatski precipitatori i sprejevi rade na slicnom principu kod kojeg elektri¢ne odbojne
sile nadjacaju povrSinsku napetost polimerne otopine/taljevine te na taj nacin uzrokuju
izbacivanje elektri¢ki nabijenog mlaza. Elektroispredenje se provodi na sobnoj temperaturi
[19].
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generator visokog
napona

Slika 8 . Dva osnovna tipa uredaja za elektropredenje: a) vertikalna b) horizontalna

Uredaj za elektropredenje sastoji se od tri glavne komponente: izvora struje visokog napona,
iglaste mlaznice i kolektora (obi¢no metalna ploca ili valjak) spojenog na elektrodu suprotnog
naboja koji koristi izvor visokog napona kako bi se dobio naboj odredenog polariteta u
polimernoj otopini ili taljevini koja se onda izbacuje prema kolektoru suprotne polarnosti.
Otapanjem polimera u otapalu nastaje polimerna otopina koja se uvodi u mlaznicu za
elektropredenje. Pojedini polimeri otpustaju neugodne ili Cak toksi¢ne mirise pa se proces
treba voditi u prostorijama sa dobrom ventilacijom. Pri elektroispredanju na vrhu mlaznice se
kapljica otopine elektri¢ki nabija djelovanjem elektriénog polja visokog napona koji nastaje
izmedu iglaste mlaznice i suprotno nabijene elektrode te se preoblikuje u kapljicu stozastog
oblika. Kada elektri¢na sila premasi kriticnu vrijednost, otopina se izbaci s vrha stoSca tvoreci
mlaz. Taj mlaz u kojemu je elektri¢ni naboj, postupno se isteze u dugu nit uslijed intenzivne

interakcije s elektri¢nim poljem i silom odbijanja, uslijed iste vrste naboja unutar mlaza [19].
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2.5.3. Cimbenici u elektroispredanju iz polimerne otopine

Cimbenici u postupku elektroispredanja od kljuéne su vaznosti za izgled dobivenih
vlakana. Njihovim variranjem moguc¢e 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 clektrovodljivost otopine,

e Kkarakteristike otapala
b) Procesni ¢imbenici:
e clektri¢ni hapon,

e brzina toka polimerne otopine,

e udaljenost izmedu vrha mlaznice i kolektora;

¢) Cimbenici okoline:

e vlaga,

e temperatura.

Prosjec¢na relativna molekulska masa polimera odreduje koncentraciju i viskoznost polimerne

otopine. Manja molekulska masa polimera zahtijeva pripremu otopine vece koncentracije i
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obrnuto. Koncentracija i viskoznost polimerne otopine u direktnoj su vezi. S povecanjem
koncentracije ili viskoznosti polimerne otopine raste i promjer elektroispredenih
vlakana. Osim §to koncentracija utje¢e na promjer pokazalo se da je i u direktnoj vezi s
nastajanjem deformacija po duljini vlakna kao i s promjenom njihovog oblika. Tako su
Fong i sur. utvrdili da se kod ispredanja vodene otopine poli-etilenoksida (PEO) vece
viskoznosti povecavaju promijer vlakana, zadebljanja po duljini vlakna i udaljenost
izmedu pojedinih zadebljanja, pri ¢emu deformacije prelaze iz sfericnog oblika u
vretenasti (slika 9) [20].

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

zadebljanjima

Dodatkom ionske soli u polimernu otopinu povecava se njena elektrovodljivost, a
povecavaju gustoéu elektricnih naboja mlaza, Sto pak povecava silu koja djeluje na
istezanje mlaza. Ovisno o vrsti soli, vlakna mogu biti veéeg ili manjeg promjera. Soli s
manjim atomskim polumjerom imaju veéu gusto¢u naboja pa time i ve¢u mobilnost, §to
rezultira i ve¢im istezanjem mlaza. Kao $to je ve¢ navedeno, istezanje mlaza polimerne
otopine pocinje u trenutku kada elektrostatska sila postane veéa od sile povrsinske

napetosti. Veca povrSinska napetost rezultira destabilizacijom mlaza tijekom
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elektroispredanja ili pojavom isprekidanog mlaza ili kapljica u slucaju niske viskoznosti
otopine [21]. S dodatkom tenzida i s povecanjem njegove koncentracije smanjuje se
povrsinska napetost i oblikuju se jednolika tanja vlakna bez deformacija.

Medu procesnim cimbenicima najutjecajniji je elektriéni napon. Opcéenito, ve¢i napon
uzrokuje vece istezanje mlaza, brze isparavanje otapala i smanjenje promjera vlakana
zbog vecée koli¢ine naboja na povrSini polimerne otopine. Medutim, neka istraZivanja su
pokazala da se s povec¢anjem napona povecava i protok otopine pa se time povecava i
promjer vlakana [22]. Iznad odredene kriticne vrijednosti napona nastaju deformacije (npr.
zadebljanja ili grudice) pa s pove¢anjem napona dolazi do poveéanja 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 [23]. Napon se moze
dovesti i u vezu s kristalinicnos¢u elektroispredenin vlakana. U konacnici, kod

optimalnog napona moze Se posti¢i maksimalan stupanj kristalizacije [24].

2.5.4. Primjena elektroispredenih materijala

Elektroispredeni materijali nalaze svoju primjenu u razli¢itim podru¢jima zbog velikog
omjera povrsine prema volumenu, vrlo visoke poroznosti i poboljsanih fizikalno-mehanic¢ka
svojstva. Moguce je vrlo lako prilagodavati parametre procesa, te karakteristike polimerne
otopine, kako bi se dobila Zeljena morfologija vlakana i mehanicka cvrstoca [25]. Od
najzastupljenijih podru¢ja primjene izdvajaju se podrucja: filtracije, zaStitne odjece,

proizvodnje energije, specijalne membrane i biomedicine.

Podruc¢je biomedicine je jedno od najopseznijih podru¢ja primjene elektroispredenih
materijala. Tu spada i tkivno inzenjerstvo gdje elektroispredanje u odnosu na druge postupke
formiranja nanovlakana kao $to su molekulsko samoudruzivanje, fazno odvajanje i sl., pruza
jednostavniji 1 isplativiji na¢in proizvodnje vlaknastih nosaca s medusobno povezanim

strukturama pora pogodni za uzgoj tkivnih stanica pri rekonstrukciji tkiva.

Nosaci koji se koriste u tkivnom inZenjerstvu predstavljaju trodimenzionalne
biokompatibilne strukture ¢ija je osnovna funkcija omoguditi prianjanje tkivnih stanica.

Nosac¢ bi trebao biti jednostavan za proizvodnju, rukovanje i pohranu. Nosaci sluze kao
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privremene podloge za rast tkivnih stanica, distribuciju, proliferaciju i diferencijaciju prije
regeneracije bioloski funkcionalnog tkiva. Za zacjeljivanje rana, idealni zavoj trebao bi imati
odredene karakteristike kao $to je hemostati¢ka sposobnost, bakterijska barijera, sposobnost
apsorpcije viska izlucevina (tekuéina iz rane / gnoj), odgovarajucu brzinu prijenosa vodene
pare, sposobnost da se prilagodi konturi podru¢ja rane, funkcionalno prianjanje, tj.
prijanjanje na zdravo tkivo, ali ne prijanjaje na ranu, bezbolno i jednostavno uklanjanje, i na
kraju niska cijena. Trenutno koriStenje nanovlaknastih materijala kao medicinski zavoji jo$
uvijek je u povojima, ali ovi materijali udovoljavaju vecini zahtjeva navedenih za lijeCenje

rana zbog svoje mikro/nano fibrilne strukture pruzajuci sva zeljena svojstva [26].

2.6. Tehnike za karakterizaciju

2.6.1. Dinamic¢ko mehanicka analiza (DMA)

Dinamicko mehanicka analiza predstavlja tehniku kojom se materijal ciklicki podvrgava
malim deformacijama u odredenom temperaturnom intervalu. Materijal je podvrgnut
naprezanju koje nije stalno nego sinusoidalno oscilira, rezultat je sinusoidalna deformacija
(slika 10). Prije mjerenja namjesti se temperaturni interval u kojem se ispituje materijal,
brzina zagrijavanja, frekvencija, amplituda i dimenzije uzorka. Kao rezultat mjerenja dobiva
se modul gubitka (E") , modul pohrane (E') 1 tangens kuta gubitka (tg 8). Kut delta oznacava
zaostajanje deformacije za naprezanjem. Kod idealno elasticnih krutina deformacija (g) 1
naprezanje (c) su u fazi. Idealno viskozni fluidi pokazuju zaostajanje deformacije za
naprezanjem za kut od 90°. U sluc¢aju polimernih materijala taj je kut uvijek izmedu 0° 1 90°

[27].
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Slika 10. Odgovor polimernog materijala na naprezanje

Dinamic¢ko mehanickom analizom mjere se prijelazi i gibanja odredenih
dijelova makromolekula, kao $to su klizanje pojedinih segmenata u sustavu
(), klizanje lanaca u kristalitu (a.) ili pokretanje cijele makromolekule (p,
stakliSte) (slika 11) [27].
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L Semikristalinicni polimeri,

s Zilavosti materijala

/ kristal-kristal Klizanje, T,

ni plato (2)

\ Termosets

nema T _-a
T, neki amorfni
polimera

T, —taljenje (1)

Temperatura/K

(6) Lokalno (5) Savijanjei (4) Boéne (3) Postupno (2) Veliki (1) Klizanje
titranje rastezanje grupe glavni lanac lanci lanaca

Slika 11. Promjene u strukturi dobivene DMA mjerenjem
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2.6.2. Mjerenje kontaktnog kuta

Goniometrija je znanost koja se bavi mjerenjem i odredivanjem kutova i njihovih funkcija.
Goniometri su uredaji koji se koriste za mjerenje kontaktnih kuteva. Kontaktni kut (0) je
mjera kojom se opisuje kvaliteta mo€enja povrSine 1 definira se kao kut koji zatvara tangenta
povucena na rub kapi tekucine koja se nalazi na nekoj Cvrstoj povrSini iz trojne tocke
kontakta triju faza (krute, plinovite i tekuce).

Iz kontaktnog kuta moguce je odrediti povrSinsku napetost te slobodnu povrsinsku energiju
[28].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Postupak elektroispredanja proveden je na Zavodu za temeljne prirodne i tehnicke
znanosti, Laboratorij za elektroispredanje, na Tekstilno-tehnoloskom fakultetu, Sveucilista
u Zagrebu.

Tehnike karakterizacije koje su dio ovog diplomskog rada: dinami¢ko mehanicka analiza
(DMA) i mjerenje kontaktnog kuta metodom polozene kapi (sessile drop method) pomocu
uredaja za mjerenje kontaktnog kuta, goniometra, provedene su na Fakultetu kemijskog
inZenjerstva i tehnologije, Sveucilista u Zagrebu.

Eksperimentalni dio podijeljen je u dva djela, u prvom dijelu opisan je nacin dobivanja
elektroispredenih nosaca i tehnike za njihovu  karakterizaciju, nakon cega slijedi

objasnjenje dobivenih rezultata mjerenja.

3.1. Materijali

U radu je koriSten polimer polikaprolakton (PCL) Mn=80,000, Mw/Mn < 2 i gustoéa 1.145
g/mL na 25°C (Sigma Aldrich), fibroin svile (Huzhou Xintiansi Bio-tech Co, Ltd, Kina),
mikro TiO, gustoée 3,9 g cm™ (Sigma Aldrich) i nano TiO, (Aeroxide P25), srednji
promjer Gestica 21 nm gustoéa 4,26 g cm™ od proizvodaca Sigma Aldrich. Kao otapala

koristila su se: glacijalna octena kiselina i aceton, proizvodaca Sigma Aldrich.

Kolektor je izraden postupkom 3D tiskanja od polimetilmetakrilata (PMMA). Za
postizanje elektri¢ne provodnosti na kolektor je nanesen grafitni sprej, Grafit, proizvodaca

CRC Industries Europe.

3.2. Priprema otopina za postupak elektroispredanja

Pripremljeno je ukupno pet otopina za postupak elektroispredanja, odnosno za svaki od pet
uzoraka izvagana je masa od 1,8 g polikaprolaktona koja je otopljena u glacijalnoj octenoj

kiselini (8 mL) i acetonu (2mL). Otopine su zatim zagrijane na temperaturi od 50 °C i
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homogenizirane na magnetskoj mjesalici brzinom 350 o/min. Nakon pripreme otopina u
njih je dodan fibroin svile (50%) i lijek Cefuroxim (CFU) (25%) te su stavljeni na

magnetsku mijesalicu zbog homogenizacije.

3.3. Postupak elektroispredanja

Elektroispredanje pripremljenih otopina PCL-a i otopine PCL-a modificirane fibroinom
svile i CFU provedeno je na uredaju za elektroispredanje, NT-ESS-300, NTSEE Co. Ltd.
South Korea. Uredaj za elektroispredanje se sastoji od: Sprice s iglom ravnog vrha, izvora
visokog napona, pumpe i kolektora (slika 12).

Uvjeti postupka elektroispredanja su:

Elektri¢ni napon (U): 17-21 V

Udaljenost igle od kolektora (x): 18 cm

Brzina protjecanja polimera (v): 1 mL/h

Sprica proizvodaca, BD plastic, puni se sa po 4 mL otopine PCL-a ili otopine PCL-a
modificirane fibroinom svile. Sprica s iglom stavlja se na pumpu te se postavlja uvjet
brzine protjecanja otopine. Na iglu se priklju¢i izvor napona radi rasprSenja polimerne
otopine. 3D izradeni kolektori postavljaju se na 18 cm od Sprice s iglom te se ispreda u
vremenu od 4 sata. Nakon 4 h iskljucuje se izvor napona te se elektroispredeni uzorak

premjesta s kolektora i sprema za daljnju analizu [29].

Slika 12. Uredaj za elektroispredanje na Tekstilno-tehnoloskom fakultetu u
Zagrebu.
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3.4. NanoSenje TiO,

U cilju postizanja antibakterijskih svojstava na dva od pet uzoraka (18% PCL i 18% PCL/
50% FS) naknadno je nanesen TiO; postupkom u ultrazvu¢noj kupelji. Napravljene su

¢etiri 0,5 %-tne vodene otopine TiO, od ¢ega su dvije nano, a dvije mikro dimenzija.

U okvire se stavljaju elektroispredeni polimerni matovi (slika 13), uranjaju se u otopine

TiO2 i postavljaju se u ultrazvu¢nu kupelj (slika 14.).

Slika 13. Okvir u koji se postavlja elektroispredeni vlaknasti nosaci

U ultrazvucnoj kupelji okviri s uzorcima drze se 60 minuta, nakon ¢ega su izvadeni 1

stavljeni na suSenje na zraku (slika 15) .

Slika 14. Uzorci postavljeni u ultrazvuénu kupelj
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Slika 15. Susenje elektroispredenih vlaknastih nosaca

3.5. Karakterizacija elektroispredenih materijala

3.5.1. Dinamic¢ko-mehanicka analiza (DMA)

Dinami¢ko mehanicka analiza (DMA) provedena je na dinami¢ko mehani¢kom analizatoru
DMA 983, proizvoda¢ TA Instruments (slika 16). Uredaj je koristen za mjerenje tangensa
kuta gubitka, tand. Mjerenja su provedena na frekvenciji od 1 Hz, te uz amplitudu 0,2 mm.
Brzina zagrijavanja bila je 3°C/min, a temperaturno podrucje od -100 °C do 100 °C. Za

hladenje na niske temperature koriSten je tekuci dusik.

Slika 16. Dinami¢ko mehani¢ki analizator DMA 983
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3.5.2. Mjerenje kontaktnog kuta

Kontaktni kut odreden je metodom polozene kapi (Sessile drop) pomocéu uredaja za
mjerenje kontaktnog kuta, goniometra, DataPhysics OCA 20 Instruments GmbH
(slika 17). Mjerni uzorci su elektroispredeni nosa¢i PCL-a, PCL-a uz dodatak FS i uz
dodatak lijeka CFU-a. Volumen kapljice vode koji je nanesen na uzorke je 2 pL. Na svaki
uzorak nanesene su 3 kapljice vode te je nakon 20 sekundi mjeren kontaktni kut.

Slika 17. Goniometar, DataPhysics OCA 20 Instrument

3.5.3. Elektronski pretrazni mikroskop (SEM) — izgled povrsine uzoraka

Za odredivanje morfologije elektroispredenih uzoraka te izgleda njihove povrsine
uzorci su snimljeni na pretraznom elektronskom mikroskopu SEM QUANTA 250,

FEI, (slika 18). Prije snimanja uzorci su pripremljeni nanosenjem tankog sloja zlata
kako bi postali elektrovodljivi.

o
=
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|
Slika 18. SEM mikroskop QUANTA 250, FEI
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1.Rezultati dobiveni mjerenjem kontaktnog kuta

Mjerenje kontaktnog kuta igra vaznu ulogu u karakterizaciji povrSine materijala. 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 povrSinom. Stanje povrSine odreduje se obzirom na njenu polarnost,
homogenost i hrapavost.

Kod elektroispredenih nosaca potrebno je posti¢i hidrofilnost radi bolje adhezije i rasta
stanica, kao 1 ugradnje lijeka. Budu¢i da je PCL hidrofoban materijal, za ocekivati je
slabiju adheziju stanica i ugradnju lijeka. Da bi se ispitala hidrofilnost, odnosno
hidrofobnost provedeno je mjerenje kontaktnog kuta.

Rezultati mjerenja kontaktnog kuta s vodom za elektroispredene vlaknaste nosace
prikazani su na slici 19. Poznato je da PCL vlaknasti polimerni nosaci imaju kontaktni
kut s vodom oko 80 °. Rezultati ovog istrazivanja kontaktnog kuta nosaca cistog

18 % PCL-a sa slike 19 pokazuju hidrofobnost a vrijednost iznosi 126.5 + 1.4°.

18%PCL 18%PCL/ 50% FS 18% PCL/ n-TiO2

e (=

18% PCL/50 % FS/n-TiO2 18% PCL /m-TiO2 18% PCL/FS/ m-TiO2

odmah se upije

Slika 19. Kontaktni kut s vodom za sve elektroispredene vlaknaste nosace
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U Tablici 1. prikazane su dobivene vrijednosti kontaktnih kutova s vodom za sve ispitane
elektroispredene vlaknaste nosace dobivene iz rezultata na slici 19. Iz tablice se vidi da se
dodatkom fibroina svile (FS) polimernoj otopini kontaktni kut s vodom znatno smanjuje i
iznosi 42.5 + 3.1° $to ukazuje na hidofilnu povrsinu. Dobiveni rezultati kontaktnog kuta
ukazuju da dodatkom FS dolazi do smanjenja hidrofobnosti elektroispredenih PCL/FS
vlaknastih nosaa. Ovo ponaSanje moze se pripisati hidrofilnim amino i karboksilnim
skupinama koje se nalaze u FS, a na povrSini elektroispredenog vlaknastog nosaca.
Karboksilne skupine pridonose manjoj hidrofobnosti povrsine, tj. nizoj vrijednosti
kontaktnog kuta. Prema literaturi fibroin svile sastoji se od hidrofobnih blokova koji se
sastoje od kratkih lanaca aminokiselina kao Glicin (Gly-2-aminooctena kiselina) (slika
20a)) i Alanin (Ala-2-aminopropanska Kkiselina) (slika 20b)) i hidrofilnih blokova s

kompleksnijim dijelovima koji sadrze velike lance aminokiselina [30].

Tl\THz NH,
|
H—C—COOH CH;—C—COOH
I |
H H

) b)

Slika 20. a) Glicin (Gly-2) i b)Alanin (Ala-2) [30]

Kontaktni kut s vodom za uzorak koji sadrzi CFU nije bilo moguce izmjeriti jer je CFU
lijek topiv u vodi. Za taj uzorak izmjeren je kontaktni kut s glicerolom i iznosi 30.6 + 0.7°

(slika 21) sto ukazuje na hidrofilnu povrsinu ovog vlaknastog nosaca.

Slika 21. Kapljica glicerola na povrsini PCL-a u koji je dodan lijek CFU
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Tablica 1. Prikaz rezultata vrijednosti kontaktnog kuta s vodom za sve elektroispredene

vlaknaste nosace

UZORCI o/°
18% PCL 1265+14
18% PCL/50 %FS 425431

18% PCL/25 % CFU -

18% PCL/nTiO2 1273+1.3
18% PCL/50 % FS/nTiO2 odmah se upije
18% PCL/ mTiO:z 122.3+0.7
18% PCL/50% FS/ mTiOz 36.2+0

Elektroispredeni vlaknasti nosa¢i u koje je dodan mikro i nano TiO, (PCL/nTiO; i
PCL/mTIO, vlaknasti nosaéi) kao antibakterijski agens, a s ciljem primjene materijala za
zasijavanje fibroblastnih stanica imaju kontaktni kut s vodom 127.3 + 1.3° (nTiOy)
odnosno 122.3 + 0.7° (mTiO,). Na osnovi dobivenih rezultata moze se zakljuciti da su
povrsine tih uzoraka hidrofobne, odnosno da dodatak TiO2, bio on nano ili mikro dimenzija
ne utjee na smanjenje hidrofobnosti povrSine. Visoke vrijednosti kontaktnih kuteva s
vodom mogu biti posljedica male koli¢ine TiO, na nosacu, njegove lose raspodjele ili
aglomeracije Cestica TiO; uslijed vecih interakcija izmedu cCestica punila nego cestica
punila i polimera. RjeSenje za to je povecati vrijeme nanoSenja TiO; u ultrazvuénoj kupelji,
modifikacija povrSine PCL elektroispredenog nosaca s NaOH ili direktno dodati TiO, u

otopinu za elektroispredanje.
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Kod elektroispredenih vlaknastih nosaca koji sadrze i fibroin svile i TiO, kontaktni kut je
znatno manji kod vlaknastog nosaca u koji je dodan mTiO; (36.2 + 0°) u odnosu na &isti
PCL nosac¢ i PCL/FS nosa¢ odnosno te povrsine su hidrofilne. Sliku kapljice za vlaknasti
nosac U koji je dodan FS i nTiOz nije bilo moguce dobiti jer je zbog izrazite hidrofilnosti
nosa¢ odmah upio kapljicu vode. U oba navedena vlaknasta nosaca dolazi do nastajanja
hidrofilne povrSine. Smanjenje hidrofobnosti moze se pripisati hidrofilnim amino i

karboksilnim skupinama koje se nalaze u fibroinu svile.

4.2 .Rezultati dobiveni dinami¢ko-mehani¢ckom analizom (DMA)

Primjenom tehnike dinamicko mehanicke analize (DMA) odreduju se viskoelasti¢na
svojstva materijala. Komponenta naprezanja koja je u fazi s deformacijom naziva se modul
pohrane (E’), a povezana je sa svojstvom elasticne komponente u polimernom
viskoelasticnom materijalu, dok se komponenta naprezanja vezana za viskoznu
komponentu naziva modulom gubitka (E”). Modul gubitka je proporcionalan izgubljenoj
mehanickoj energiji, odnosno energiji koja se pri deformaciji zbog unutraSnjeg trenja u
materijalu pretvara u toplinu. Dobiveni relaksacijski maksimumi daju uvid u strukturu

materijala.

U radu je DMA tehnikom odreden tangensa kuta gubitka (tgd) o temperaturi (tgé/T) za
Cisti PCL vlaknasti nosa¢ i PCL nosace s FS, CFU i mikro i nano TiO; kako bi se ispitao
utjecaj navedenih dodataka na promjene u temperaturi staklastog prijelaza (Tg). Vrijednosti

ocitane iz krivulja prikazane su u tablici 2.

Relaksacijski spektri ovisnosti tangensa kuta gubitka o temperaturi (tgé/T) za
elektroispredene vlaknaste nosace18%PCL, 18%PCL/mTiO, i 18%PCL/nTiO, prikazani
su na slici 22. Na svim krivuljama tgo/T javljaju se relaksacijski maksimumi na

temperaturi ispod sobne temperature koji odgovaraju temperaturi staklastog prijelaza (T, )

amorfne faze PCL-a.
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0,65 +

—18% PCL
—— 18% PCL+mTiO2
—— 18% PCL+nTiO2

0,60 -

0,55 ~
0,50 -
0,45 +

tgd

0,40 -
0,35 1
0,30 -

0,25 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-100 -80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80 100

Temperatura °C

Slika 22. Krivulje tgé u ovisnosti o temperaturi za 18%PCL, 18%PCL/MmTiO; i
18%PCL/NTiO,

Dodatkom mikro TiO> dolazi do neznatnog pomaka staklista na vise temperature (-42,2
°C) u odnosu na &isti PCL vlaknasti nosa¢ (-45,9 °C) za razliku od nano TiO;kod kojeg je
pomak Tg-a na znatno viSe temperature (-31,2 °C) $to ukazuje na smijestanje Cestica

TiO, u amorfnu fazu PCL-a i smanjenje njezine pokretljivosti.

Iz krivulja tgd u ovisnosti o temperaturi za 18%PCL, 18%PCL/50% FS,18% PCL/50%
FS/mTiO, i 18% PCL/50% FS/nTiO,, elektroispredenih vlaknastih nosaca prikazanih na
slici 23 vidljivo je prosirenje relaksacijskog maksimuma dodatkom proteina FS te mTiO; i
NTiO; u odnosu na cisti PCL 1 PCL/FS vlaknasti nosa¢ bez dodatka TiO,. Temperatura
staklastog prijelaza uz dodatak mTiO, pomaknuta je s -47,2 °C na -26,0 °C dok je kod
nTiO, taj pomak s -42,2 °C na -34,2 °C. Moze se zakljuditi da se amorfna faza FS (koji u
svojoj strukturi ima amorfnu i kristalnu fazu), dijelom smjesta u amorfnu fazu PCL-a i
dolazi do pokretljivosti PCL-a i pomaka Ty na nizu temperaturu. Dodatkom TiO;

pokretljivost se smanjuje i Ty raste dodatkom mi n TiO,.
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—— 18% PCL
0,64 |——18% PCL+50% FS
—— 18% PCL+50% FS+ mTiO2

—— 18% PCL+50% FS+ nTiO2

0,51

0.4

tgo

0,3 1

0,2

011 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 -80 -60 40 20 O 20 40 60 80 100
Temperatura °C

Slika 23. Krivulja tgo u ovisnosti o temperaturi za 18%PCL, 18%PCL/50% FS,18%
PCL/50% FS/mTiO; i 18% PCL/50% FS/nTiO,

Elektroispredeni vlaknasti nosac koji u svojoj strukturi sadrzi antibiotik CFU ima visi Ty,
Sto je vidljivo na slici 24 1 iz tablice 2 ¢emu pridonosi kristalna struktura CFU koja

smanjuje pokretljivost amorfne faze PCL-a.

064 |[——18%PCL
—— 18% PCL+25% CFU

0,54

0,44

tgd

0,3+

0,24

0,1+

100 80 -60 -40 20 0 20 40 60 80 100
Temperatura °C

Slika 24. Krivulja tgé u ovisnosti o temperaturi za 18%PCL i 18%PCL/25% CFU
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Tablica 2. Prikaz rezultata dobivenih dinami¢ko mehani¢kom analizom

UZORAK To8)°C
18% PCL -45,9
18% PCL/FS 47,2
18% PCL/CFU 42,2
18% PCL/nTiO2 -31,2
18% PCL/FS/ nTiO2 -34,2
18% PCL/mTiO2 42,2
18% PCL/FS/mTiO:2 -26,0

4.3. Odredivanje morfologije elektroispredenih vlaknastih nosaca

elektronskim pretraznim mikroskopom (SEM)

Opcenito na morfolosku strukturu i promjer vlakana elektroispredenih vlaknastih nosaca
utjeCu svojstva otopine (viskoznost, elektricna provodnost, napetost povrSine) te
parametri procesa elektroispredanja (napon, protok otopine, promjer igle i udaljenost
izmedu igle 1 kolektora).

Na slici 25 prikazane su SEM mikrografije elektroispredenog PCL vlaknastog nosaca uz
povecenje 10 000 x .Vidljiva je raspodjela nasumic¢no orijentiranih isprepletenih vlakana
kruznog poprecnog presjeka veceg i manjeg promjera. PovrSina vlakana je pravilna,

nema defekata i velike je poroznosti.
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HV [ ma
10.00 kV |10 000 x

Slika 25. SEM mikrografije elektroispredenog 18 % PCL vlaknastog nosaca uz povecéanje
od 10 000x

SEM mikrografija elektroisredenog 18%PCL/50% FS vlaknastog nosaca prikazana je na
slici 26. Dodatkom fibroina svile dobivena su vlakna manjeg promjera, bez vidljivih

defekata u strukturi.

HV mag O |pressure| WD spot det ‘Temp\
10.00 kV/10000 x| 100 Pa |9.3 mm | 4.0 [LFD| ---

Slika 26. SEM mikrografije elektroispredenog PCL/FS vlaknastog nosaca uz povecanje od
10 000x
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Kako bi se postiglo antibakterijsko djelovanje vlaknastih nosac¢a kao antibakterijski agens
dodan je TiO, mikro i nanometarskih veli¢ina Cestica [31]. 1z SEM mikrografija za
elektroispredene 18%PCL/mTiO, i 18%PCL/nTiO, vlaknaste nosace prikazane na slici 27
a) 1 27 b) vidljivo je da nakon 60 minuta drzanja vlaknastih nosaca u TiO, suspenziji na
ultrazvuénoj kupelji dolazi do deponiranja TiO, na povriini nosa¢a. Cestice punila nisu
ravnomjerno rasporedene, nego imaju tendenciju aglomeracije, takoder je vidljivo da se

deponirala veca koli¢ina nTiO5.

Slika 27. SEM mikrografije elektroispredenog 18%PCL/mTiO; a) i 18%PCL/nTiO; b)

vlaknastog nosaca uz povecanje od 5000x

Na SEM mikrografijama PCL/FS vlaknastog nosaca u koji su dodane ¢estice mTiO; i
nTiO; (slika 28 a) i 28 b)) jasno je vidljivo da se je deponirala veca koli¢ina ¢estice mTiO;
I NTiO, , Cestice su guSce rasporedene na povrsini i unutar vlakana posebno kod nosaca s

nTiOz.
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Slika 28. SEM mikrografije elektroispredenih a) 18% PCL/50%FS/mTiO, i b) 18%
PCL/50%/nTiO, vlaknastih nosaca

U slucaju elektroispredenog vlaknastog nosaca s antibiotikom CFU (18%PCL/25% CFU
nosac) (slika 29) dobivena je dosta ravnomjerna struktura vlakana malog promjera (vlakna

su tanja) ali uz pojavu nasumicéno rasporedenih zrna (defekata) u vlaknastoj strukturi.

A L o _ -
)

HV mag O pressuré WD [spot| det temp | — 2
10.00 kV|5000x | 100 Pa {98 mm| 40 [LFD| --- 18% PCL + 259

Slika 29. SEM mikrografija elektroispredenog 18%PCL/25% CFU vlaknastog nosaca
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5.ZAKLJUCAK

Postupkom elektroispredanja pripremljeni su vlaknasti nosaci razliitog sastava koji su

potencijalni kandidati u regeneraciju koze i oka.

Promjenom odgovaraju¢ih procesnih parametara kod elektroispredanja dobivena je
zadovoljavajua geometrija nosaa za postizanje njihovih Zeljenih svojstava (za

zasijavanje, adheziju i rast stanica).

TiO; se koristi zbog antibakterijskih svojstava, a FS zbog smanjenja hidrofobnosti nosaca i

rasta stanica.

Dinamic¢ko mehanicka analiza pokazala je kako dodatkom TiO, u PCL raste Ty nosaca,

takoder Tgje na viSoj temperaturi kod PCL/FS/TiO; vlaknastih nosaca.

Kod PCL elektroispredenog nosaca koji sadrzi FS dolazi do smanjenja kontaktnog kuta s
vodom Sto ukazuje na povecanje hidrofilnosti i obecavaju¢i PCL nosa¢ kod kojeg se

o¢ekuje dobro zasijavanje i rast stanica koze.

SEM mikrografije pokazuju vlaknastu poroznu strukturu nosaca dobivenih

elektroispredanjem i vidi se da je TiO, ugraden u strukturu PCL vlaknastog nosaca.

Na SEM mikrografijama vidljiva je veca koli¢ina nTiO2 deponirana na PCL/FS vlaknastom

nosacu.
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