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Wprowadzenie

Wprowadzenie

Temat projektu wiaze si¢ z wykorzystanie metody elektroprzedzenia do efektywnego
otrzymywania nanowtlokien, tzn. rozciagania wybranego materiatu o $rednicy od kilku do
kilkunastu nanometrow w polu elektrostatycznym. Nano-wtokniny znajda zastosowanie jako
nano-filtry biologiczne, elementy nanoelektroniki, aktywne opatrunki, w systemach
uwalniania lekoéw, do tworzenia ,,nano-rusztowan” w inzynierii tkankowej (przyswajalne
implanty, odbudowa skory lub tkanek), a takze do ubran ochronnych zabezpieczajace przed
przenikaniem bakterii czy wiruséw. Realizowany program badan procesu elektroprzedzenia
obejmowat badania podstawowe, prowadzace w oparciu o symulacje numeryczne i badania
laboratoryjne do optymalizacji procesu elektroprzgdzenia i zwigkszenie jego wydajnosci.
Przeprowadzone badania doprowadzity do zbudowania prototypu aparatury pozwalajacej na
kontrolowana produkcj¢ widknin o zadanych parametrach (sklad chemiczny, porowatos¢,
geometria 1 wymiar widkien w wlokninie) 1 opracowanie szeregu metodologii nad
wykorzystaniem nanowtokien w badaniach biomedycznych..

Niniejszy raport zawiera zbidér materiatow powstatych w trakcie realizacji badan
zwigzanych z optymalizacja procesu wytwarzania nanowldkien polimerowych metoda
elektroprzedzenia. Badania przeprowadzono dla kilkunastu konfiguracji geometrycznych
urzadzenia wytwarzajacego nanowtokna jak i dla kilkudziesigciu zmodyfikowanych sktadow
fizyko-chemicznych uzytego do tego procesu materiatu. Pozwolilo to na znalezienie
optymalnych ,okien” procesu, umozliwiajac wytwarzanie nanowldkien nie tylko dla
klasycznych, znanych z literatury roztworow polimerowych, ale rowniez dla materiatlow
biologicznych (bialek), emulsji zawierajacych zywe komorki, widkien nierozpuszczalnych w
wodzie, oraz cieczy prostych (gliceryna). Oryginalna modyfikacja procesu zbierania
elektroprzedzonego materialu polimerowego umozliwita opracowanie skutecznej metody
wytwarzania z nanowlokniny nierozpuszczalnych w wodzie membran polimerowych
(przygotowywane zgloszenie patentowe). W trakcie realizacji gldownego watku projektu,
autorzy starali si¢ rowniez zbada¢, jakie sa perspektywy wykorzystania wytwarzanej ta
metoda widkniny w diagnostyce i terapii medycznej. Stwierdzono, ze zardwno porowato$¢
materialu nanowtokna jak 1 warunki, w jakich ten material powstaje maja istotny wptyw na
proliferacje hodowli komorkowych. Systematyczne badania majace na celu znalezienie
optymalnych parametrow dla procesu wytwarzania biodegradowalnych, aktywnych
opatrunkéw w zastosowaniach medycznych, jak i nad wykorzystaniem nanowtokien jako
biosensoréw do badan komoérkowych sa obecnie intensywnie kontynuowane.

Projekt zrealizowano w Instytucie Podstawowych Probleméw Techniki PAN w
Zaktadzie Mechaniki 1 Fizyki Plynéw. Praca powstala w wyniku grupowego wktadu wielu
autoréow Zespotu. Niewatpliwym liderem projektu jest jego gtowny wykonawca dr inz.
Tomasz Kowalczyk, z pasja realizujacy wigkszos¢ merytorycznych elementéw projektu, autor
szeregu oryginalnych rozwiazan dotyczacych sktadu roztworéw polimerowych. Istotny wktad
w prowadzone badania wniesli dr. S. Barral, dr. S. Btonski, mgr. D. Lamparska, K.
Zembrzycki, dr M. Kowalczyk i mgr. M. Kedzierski. Projekt byl realizowany przy
wspotpracy z szeregiem 0sob z poza Zaktadu, nalezy tu przede wszystkim wymieni¢ grupg
prof. L. Jareckiego (doc. P. Sajkiewicz, mgr. D. Kolbuk). Obok badan wykonanych w ZMiFP
IPPT PAN, nalezy jednak wymieni¢ waznych wspéludzialowcow spoza zaktadu. Cenny
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wktad w badania wiasnosci elektrycznych projekt zawdzigcza grupie doc. dr hab. D.
Pijanowskiej z IBiB PAN oraz dr R. Fryczkowskiemu z ATH w Bielsku-Bialej. Szereg badan
nad zastosowaniami biologicznymi umozliwil udziat w badaniach grupy prof. D. Elbauma z
IF PAN, a w szczegolnosci dr A. Nowickiej, jak rowniez doc. B. Noszczyka z CKU i dr hab.
T. Ciacha IChiP PW. Wigkszos¢ zdje¢ SEM zostalo wykonanych w ZUK IMDiK PAN.
Wieloletnia wspotpraca z prof. A. Boccacinim z Imperial Colleage w Londynie przyczynita si¢
do rozwoju metodyki wykorzystywania nanowtokien do konstrukcji 1 stabilizacji modeli
implantéw kostnych opartych na opatentowanym materiale Bioglass. Cenna okazala sig
wspotpraca zwiazana z hodowla komorek 1 elektroprzedzenie rusztowan komoérkowych
prowadzona z dr A.L. Arraiza z Mondragon University (Hiszpania) i1 jego doktorantem mgr. C.
Gomesem odbywajacym trzymiesigczne praktyki w ZMiFP. Rowniez w ramach odbywanych z
ZMiFP praktyk studenckich opracowaniem pomiaréw nad elektroprzedzeniem gliceryny 1
wydajnoscia procesu zajmowat si¢ student Uniwersytetu w Uppsala F. Edin.

Wymiernym rezultatem przeprowadzonych w ramach projektu badan jest obok kilku
wariantow skonstruowanej i zainstalowanej zarowno w Zaktadzie jak i we wspotpracujacych
jednostkach (IF PAN) aparatury przeznaczonej do wytwarzania nanowldkien metoda
elektroprzedzenia, szereg prezentacji konferencyjnych i opublikowanych artykutéw, ktorych
lista znajduje si¢ ponizej. W duzej czgSci zataczone publikacje stanowia uzupehnienie
materialu zawartego w raporcie.

Prace powstate w wyniku realizacji projektu (zalacznik):

O. Bretcanu, S. K. Misra, D. M. Yunos, A. R. Boccaccini, I. Roy, T. Kowalczyk, S.
Blonski, T. A. Kowalewski, Electrospun nanofibrous biodegradable polyester coatings on
Bioglass-based glass-ceramics for tissue engineering, Materials Chemistry and Physics
118, 420-426, 2009.

e T.A. Kowalewski, S. Barral, T. Kowalczyk, Modeling Electrospinning of Nanofibers, in
Modelling Nanomaterials and Nanosystems. R. Pyrz, J.C. Rauhe (Eds.), [IUTAM
Bookseries Vol. 13, Springer Science+Business Media B.V., 2009, pp. 279-292

e T.A. Kowalewski, S. Barral, Modelling Electrospinning of Nanofibres, PAMM vol. 9,
20009.

e B. H. Noszczyk, T. Kowalczyk, Z. Pojda, J. Kawiak, J. Jethon "A novel nanofibrous mesh
electrospinned from human albumin may be a promising scaffold for tissue engineering"
11-th Congress ESPRAS (European Society of Plastic Reconstructive and Aesthetic
Surgery), 20-26 Sept. 2009, Rhodes, Greece, str. 47

e T. Kowalczyk A. Nowicka, D. Elbaum, T.A. Kowalewski, Electrospinning of bovine
serum albumin. Optimization and the use for production of biosensors, Biomacromolecules
9, pp- 2087-2090, 2008.

e D. Elbaum, A. Nowicka, T. Kowalczyk, T. A. Kowalewski, “Biologiczne zastosowania
nanoczastek i nanostruktur”, I Krajowa Konferencja Nano i Mikromechaniki, Krasiczyn,
8-10 lipca 2008, str. 19, Oficyna Wyd. Polit. Rzeszowskiej 2008.

e D. Kolbuk, P. Sajkiewicz, T.A. Kowalewski, ,,Optical investigations of structure of poly
(caprolactone) nanofibers formed by electrospinning”, I Krajowa Konferencja Nano i
Mikromechaniki, Krasiczyn, 8-10 lipca 2008, str. 107, Oficyna Wyd. Polit. Rzeszowskiej
2008.

o T.Kowalczyk, T. A. Kowalewski, A. Nowicka, D. Elbaum:, ,,Optymalizacja procesu
elektroprzedzenia materiatow do zastosowan biomedycznych”,. I Kongres Mechaniki
Polskiej, Warszawa, 28-31 sierpnia 2007 r, str. P1-P8, CD-ROM Politechnika
Warszawska 2007.

o T. Kowalczyk, T.A. Kowalewski, S. Blonski, S.K. Misra, O. Bretcanu, D. M. Yunos, A.R.

Boccaccini: ,,The Use of Electrospinning for Preparation of Biodegradable Polyester
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Nanofibres Combined with Bioglass® for Tissue Engineering, Euromat 2007, European
Congress and Exhibition on Advanced Materials and Processes. 10-13 Sept 2007,
Nuernberg, Niemcy.

Inng forma upowszechniania rezultatow badan przeprowadzonych w ramach projektu

byty zaproszone seminaria w kraju i zagranica:

e Tomasz Kowalewski, Nanowtokna otrzymywane metoda elektroprzedzenia, Instytut
Chemii Fizycznej PAN, 2007

e Tomasz Kowalewski, ,,Mikro i nanoprzeplywy w zastosowaniach biologicznych” Instytut
Fizyki PAN, 2009

e Tomasz Kowalewski, Uniwersytet w Eindhoven (Prof. Steenhoven), Nanofluidics and
nanofibres for biomedical applications, 2007

e Tomasz Kowalczyk: Elektroprz¢dzenie nanowldkien - wielki krok ku malemu swiatu -IF
PAN/IBiB PAN, 2008

e Tomasz Kowalczyk, Otrzymywanie nanowldkien metoda elektroprzedzenia WChem PW
2009 (wyklad w ramach PTCer)
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1 Wstep

Niniejszy rozdziat zawiera przeglad literatury wykorzystanej przy planowaniu i
realizacji projektu. Celem rozdziatu jest krotka ilustracja stanu badan w chwili rozpoczynania
pracy, a takze zaobserwowane postgpy innych osrodkéw. Przeglad pozwala lepiej ocenié
wyniki osiagnigte w trakcie projektu.

Elektroprzedzenie nanowlokien wiaze si¢ ze zjawiskiem oddzialywania strugi cieczy z
polem elektrycznym, obserwowanym juz w XVII wieku [43], w poczatkach badan nad
elektrycznoscia. Sam proces zostal opisany na poczatku XX wieku przez Formhalsa w
patentach [37, 38]. Praktyczne zastosowanie elektroprzedzenia zostalo zauwazone dopiero
pod koniec ubiegtego wieku i od tego czasu, z kazdym rokiem ukazuje si¢ coraz wigcej
publikacji na ten temat. Wiele prac odnosi si¢ do samej techniki elektroprz¢dzenia i probuje
opisa¢ sama charakterystyke zjawisk rzadzacych procesem elektroprzedzenia [109, 90, 89, 82,
84, 75, 49], zachowania strugi elektroprzedzonego polimeru [9, 78, 100], wptywem dodatku
soli [4], zastosowaniem dodatkowych elektrod sterujacych struga [105], otrzymywaniem
wiokien porowatych i pomiarami wielko$ci nanoporoéw otrzymanych wewnatrz wtokien [45,
23, 39]. Jednym z osiagni¢¢ zwiazanych z produkcja nanowtdkien jest otrzymanie wtokien o
rozmiarze do 4 nm. Modelowanie numeryczne takich supercienkich widkien pozwolito
stwierdzi¢, ze w przekroju poprzecznym takiego witokna znajduje si¢ 7 upakowanych obok
siebie tancuchow polimeru.

Jednym z powazniejszych probleméw zwiazanych z elektroprzedzeniem nanowldkien
jest, czesto spotykana w przypadku nanomateriatéw, wydajnos¢ procesu. Zastosowano wiele
dysz, uzyto porowatej rurki jako dyszy [33], albo catkowicie zrezygnowano z dysz,.
Zaburzenia powierzchni cieczy wywotane przez ciecze magnetoreologiczne, lub pecherzyki
gazu wprowadzonego pod powierzchni¢ cieczy, ruchome elementy réwniez mogly
zapoczatkowa¢ strumien elektroprzedzonej cieczy. Znane sa rowniez uktady, w ktorych
zrezygnowano z targetu (elektroprzedzenie na powierzchnie wody) [92] Wielu badaczy
poswigca swoja uwage uzyskaniu specyficznej architektury otrzymywanych nanowtokien:
tworzono mikro rurki polimerowe [74] z zastosowaniem elektroprzedzenia ze wspotosiowych
dysz [34, 116], lub z uzyciem przewodzacego ,,wzorca” [115]. W publikacjach autorzy
zajmuja si¢ rowniez zastosowaniem punktow przecigcia nanowldkien wykonanych z réznych
materiatdéw, jako sieci ultrananoreaktorow chemicznych [3], lub utworzeniem powierzchni
superhydrofobowych [72]. Jednym z wazniejszych dzialéw badan nad elektroprzedzonymi
nanowtoknami jest ich zastosowanie do réznych dziatow biomedycyny [20, 66, 101, 2, 18].
W inzynierii tkankowej bardzo duzo uwagi poswigcono regeneracji kosci z zastosowaniem
kompozytow [65] z hydroksyapatytem [12, 47, 106], badano mineralizacj¢ rusztowan z
chitozanu uzytych do wypetniania ubytkéw kosci [29, 104], wplyw rozmiaru
elektroprzedzonych witokien uzytych jako rusztowania na wzrost osteoblastéw — komodrek
tworzacych kosci [4, 102], badano rowniez zastosowanie kompozytow dekstranu i
kopolimeru laktydy-co-glikolidu (PGLA) [82]. Wiele uwagi po§wigcono réwniez regeneracji
skoéry i opatrunkom na oparzenia: badano zachowanie komorek skéry na rusztowaniach z
chityny [50], PGLA [8], PCL i kolagenu [103], oraz zastosowaniu kompozycji
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modyfikowanego chitozanu jako opatrunkéw [24, 117]. Badano zastosowanie nanowldkien do
regeneracji chrzastki stawowej [17], zastosowanie komodrek macierzystych [48]. Badano
réwniez mozliwo$¢ uzycia nanowtdkien do odbudowy tkanek przetyku [118], naczyn
krwionosnych [97, 46], zastosowanie nanowtokien z kompozytéw polimerow przewodzacych i
zelatyny do regeneracji komorek serca [62], hodowle pgpowinowych komorek
progenitorowych na modyfikowanych powierzchniowo nanowldknach [26]. Tworzono in situ
implant z komoérek migsniowych przez elektroprzedzenie witdkien rusztowania z jednej dyszy 1
jednoczesny elektrosprej zawiesiny komoérek z drugiej dyszy [96]. Badano regeneracj¢ nerwow
obwodowych z zastosowaniem rurek z PLGA [11], tworzenie sztucznej nerki z zastosowaniem
uktadow mikrofluidycznych [61]. Ukazato si¢ rdwniez wiele prac zajmujacych si¢ ogdlnymi
zasadami tworzenia rusztowan tkankowych z zastosowaniem nanowtokien [27, 28], rusztowan
z biatek [63], chitozanu [10], polistyrenu [6], kwasu hialuronowego [113]. W szeregu prac
zajmowano si¢ rowniez degradacja in vitro 1 in vivo nanowldkien z PCL [16],
biokompatybilno$cia in vitro wtdkien z PHBV [98], wioknami bioabsorbowalnymi [91].
Badano rusztowania tkankowe wykonane z materialdow biozgodnych takich jak biatka [35],
kolagen [91], chitozan [32]. Przeprowadzono wiele badan nad zastosowaniem
elektroprzedzonych nanowtokien jako systeméw uwalniania lekow [85], lub enzymow [114],
heparyny [70] lub do dostarczania lekoéw przez skorg [93]. Elektroprz¢dzone nanowtdékna moga
by¢ zastosowane jako sensory, np. wykonane z biodegradowalnych biatek [52], jedwabiu [51],
jako wazny z punktu widzenia zdrowia publicznego — potrzebny chorym na cukrzycg sensor
poziomu glukozy zawierajacy oksydaze [88].
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2 Stanowisko pomiarowe

Ponizej prezentowany jest opis stanowiska badawczego, wykonanego na potrzeby
projektu zgodnie z planem przedstawionym w zlozony wniosku o finansowanie badan.
Stanowisko byto wykorzystywane w badaniach nad procesem elektroprzedzenia. Mialo ono
kluczowe znaczenie dla wszystkich opisanych w dalszej czg$ci raportu prac.

Z wykorzystaniem zjawiska wirowania w polu elektrycznym strugi ciektego materiatu
stanowisko badawcze stuzylo do tworzenia nanowldokien. Gtownymi czg§ciami stanowiska sa:
komora, zasilacz wysokiego napigcia, o$wietlacz i pompa dozujaca roztwdr w procesie
elektroprzedzenia. Sktadowe czgéci stanowiska pokazano na Rys. 2-1. Zestaw pozwala na
przeprowadzanie procesu elektroprzedzenia nanowtokien polimerowych w warunkach
kontrolowania wybranych parametrow procesu, takich jak napigcie dyszy, odlegltos¢ dyszy od
targetu, napigcie targetu, wydatek roztworu polimeru oraz sktad atmosfery, w jakiej odbywa
sig proces.

A — Zasilacz HV

— Pompa strzykawkowa w ochronnej
klatce

— Sterownik zasilacza HV
D — Wrtlacznik wewngtrznego gniazda 230V

— Gniazda uziemiajace

Rys. 2-1 Sktadowe czesci stanowiska pomiarowego.
Komora

Umozliwia kontrolowanie wybranych warunkow procesu elektroprzedzenia. Pelni
rowniez funkcje izolujaca warunki zewngtrzne takie jak podmuchy powietrza. Wykonana z
ptyt pleksi o grubo$ci 6mm, ma ksztalt prostopadtoscianu u wymiarach 800x600x1000mm
(szer. x gl. x wys.). Boczne $ciany oraz plyta dolna sa ze soba trwale sklejone na calej
dhugosci taczacej. Plyta gorna jest przykrgcona do $cian Srubami. W $cianie przedniej wycigty
jest kwadratowy otwor o wymiarach 350x350mm, przed ktérym zamatowano drzwiczki
umozliwiajace tatwy dostgp do wngtrza komory. Posrodku ptyty gérnej zamontowana jest
tuleja z PCV wraz ze $ruba blokujaca, umozliwiajaca montaz i regulacj¢ wysokosci gtowicy
dozownika.
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Gniazda uziemiajace

W dolnej czgsci lewej Sciany zamontowane sa cztery zielone gniazda bananowe
umozliwiajace tatwe podiaczenie uziemienia do urzadzen i przedmiotdw znajdujacych si¢
wewnatrz komory. Od strony zewngtrznej gniazda sa podtaczone do puszki uziemiajace;j.

Parametry:
Srednica otworu: 4mm

Maksymalny prad: 16A

Gniazdo zasilajace

Umozliwia podtaczenie zasilania do urzadzen znajdujacych si¢ we wnetrzu komory.
Zamontowane jest na luznym kablu wewnatrz komory. Kabel wyprowadzony jest poprzez
lewa $ciang, w dolnej, tylnej czgséci 1 wprowadzony do puszki przykreconej do zewngtrznej
strony Sciany. Puszka wyposazona jest w wytacznik oraz kontrolke sygnalizujaca. Do puszki
doprowadzony jest kabel zasilajacy zakonczony wtyczka sieciowa.

Parametry:
Maksymalny pobor pradu podtaczonych urzadzen: 4A
Maksymalne napigcie zasilania: 230VAC

UWAGA, wylacznik jest jednopunktowy, z czego wynika, ze jego wylaczenie nie
oznacza braku napigcia w gniazdku.

Gniazda dodatkowego zasilacza HV

Dwa gniazda bananowe, czarne i biate, znajdujace si¢ w $cianie prawej w dolnej czgsci.
Umozliwiaja podtaczenie dodatkowego zasilacza wysokiego napigcia do przedmiotow
znajdujacych si¢ wewnatrz komory. Od strony zewngtrznej na gniazda nasunigte sa przewody
wysokiego napigcia, ktdre, w razie potrzeby, mozna zdjac.

Parametry:
Maksymalny prad gniazdek: 16A
Maksymalne napigcie kabli: 30kV

Zawor gazu/cieczy

Znajduje si¢ nad przednim gniazdem dodatkowego zasilacza HV. Zakonczony jest
kréécami po obu stronach komory. Dzigki niemu mozna tatwo dostarcza¢ gaz lub ciecz do
wnetrza komory.

Dozownik hydrauliczny

Jest urzadzeniem umozliwiajacym precyzyjne kontrolowanie wydatku roztworu,
jednoczesnie zapewniajac izolacje uzytkownika od wysokich napi¢g¢ wewnatrz komory.
Sktada si¢ z dwoch czgs$ci polaczonych twardym wezem wykonanym z polietylenu, na
ktorego koncach znajduja si¢ identyczne strzykawki gazoszczelne z zaworkami trojdroznymi.
Waz na dlugosci 70mm zastapiony jest uziemiona metalowa rurka w celu zapewnienia
dodatkowej ochrony przed wysokimi napigciami. W uktadzie zastosowano nieprzewodzacy
ptyn hydrauliczny na bazie glikolu etylenowego. Wszystkie potaczenia, zawory oraz ttoki
dodatkowo uszczelniono smarem Apiezon L.
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Podstawowe parametry ukfadu:

Waz:
marka: ROTH, Rotilabo, nr kat: 9585.1
srednica wewngtrzna:  3mm
grubos$¢ Scianki: 1mm
material: Polietylen
Strzykawki:
marka: Hamilton, nr kat. ROTH: X044.1
materiat: cylinder szklany zakonczony
koncowka Luer-lock,
tlok aluminiowy pokryty teflonem
pojemnos¢: 10ml
zawory: trojdrozne, zakonczone koncowka
Luer-Lock, nr kat. ROTH: P340.1
ptyn hydrauliczny: DOT-4
Rys. 2-2 Zdjecie glowicy.
Pompa

Elektroniczna pompa strzykawkowa firmy ,,New Era Pump Systems”, model NE-1000.
Umieszczona w uziemionej, metalowej klatce, w celu ochronienia elektroniki od fadunkow
elektrostatycznych. Dodatkowo odbudowa pompy rowniez uziemiona.

Glowica

Sktada si¢ z aluminiowego stelaza utrzymujacego strzykawki, przykr¢conego do rurki
wykonanej z PCV (Rys. 2-2). Weze hydrauliczne oraz przewody wysokiego napigcia
prowadzone wewnatrz rury i wyprowadzone przez odpowiednie otwory. W dolnej czesci
stelaza znajduje si¢ mocowanie jednorazowych strzykawek z roztworem oraz z drugiej strony,
mocowanie wyjscia kabla wysokiego napigcia. Strzykawki montuje si¢ poprzez odchylenie w
lewa strong profilu i umieszczeniu strzykawki w otworze. Nalezy upewni¢ si¢ czy tlok
strzykawki pompujacej jest wystarczajaco wysoko, aby zmiescita si¢ strzykawka a
roztworem. Glowica przystosowana jest do dozowania strzykawkami firmy Braun, Injet-F o
pojemnosci 1ml, nr kat. ROTH: T987.1. Sa to strzykawki catkowicie plastikowe, dzigki
czemu mozna dozowaé roztwory zawierajace substancje rozpuszczajace lub spgczniajace
gumowe uszczelki.

Doprowadzenie wysokiego napiecia

Zasilacz wysokiego napigcia podiacza si¢ do kabla wyprowadzonego z rurki PCV
glowicy, a przeciwny biegun zasilacza nalezy podtaczy¢ do uziemienia. Od strony wngtrza
komory kabel przymocowany jest do stelaza aluminiowymi klamrami. Jego wyjscie taczy si¢
z dysza strzykawki za pomoca cienkiego, posrebrzonego drutu, zakonczonego pgtla. Sposob
mocowania drutu pozwala na jego tatwa wymiang w przypadku jego zuzycia lub zabrudzenia.

Maksymalne napigcie: 30kV
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2 Stanowisko pomiarowe

Odpowietrzanie

Do odpowietrzania uktadu hydraulicznego stuza zaworki trojdrozne przymocowane do
obu strzykawek dozownika. Brak powietrza jest konieczny do precyzyjnego dziatania
dozownika. W celu odpowietrzenia uktadu, do wolnych kré¢cow obydwu zaworkow nalezy
przymocowa¢ weze. Koniec jednego weza nalezy zanurzy¢é w plynie hydraulicznym,
natomiast koniec drugiego umiesci¢ w pustej zlewce. Wykorzystujac strzykawke jako pompg
oraz przez odpowiednia manipulacj¢ zaworkami, nalezy przetlacza¢ ptyn, dopdoki w uktadzie
nie bedzie powietrza.

Zasilacz wysokiego napiecia

Generator jest zrodlem wysokiego napigcia statlego w zakresie od 0 do 30kV, z
mozliwo$cia stabilizacji ustawionej warto$ci napigcia lub pradu. Dodatkowo istnieje
mozliwo$¢ modulacji napigcia z zewngtrznego zrodta napigcia wolnozmiennego.

Generator stanowi zestaw dwu przyrzadow potaczonych kablem wielozytowym.

Pierwszy to zasilacz sieciowy z pokrettem regulacji wysokiego napigcia lub pradu i
gniazdem do modulacji zewngtrzne;.

Drugi to wtasciwy generator wysokiego napigcia umieszczony w izolowanej obudowie
polietylenowej. Na plycie bocznej generatora umieszczono wskazniki cyfrowe: wysokiego
napigcia [kV] 1 pradu [mikro- i nano-A]. Pod wskaznikami znajduja si¢ dwa przetaczniki
btyskawiczne:

Przetacznik po lewej stronie (dwa potozenia) umozliwiaja ustawienie wilasciwego
zakresu pomiaru pradu (2000nA Iub 2000uA).

Przelacznik po prawej stronie (trzy polozenia) umozliwiaja ustawienie zadanego rezimu
pracy generatora:

Goérna pozycja (U): oznacza prace ze stabilizacja napigcia.

Srodkowa pozycja: oznacza prace bez stabilizacji. Pozycja ta jest zalecana przy
modulacji zewngtrznej

Dolna pozycja: (I): oznacz prace ze stabilizacja pradu.

Dodatkowo obok wskaznikow cyfrowych umieszczono czerwona diode sygnalizujaca
wystgpowanie na wyjsciu wysokiego napigcia, zgasnigcie diody oznacza brak wysokiego
napigcia.

UWAGA! Nie nalezy przetacza¢ przelacznika rodzaju pracy (po prawej stronie)

podczas wystepowania wysokiego napigcia. Przed zmiana rodzaju pracy nalezy bezwzglednie
wytaczy¢ wysokie napigcie (do zgasnigcia diody).

Przed wylaczeniem zasilacza z sieci nalezy rowniez wylaczy¢ wysokie napigcie.
Oswietlacz

Stuzy do o$wietlania procesu elektroprzedzenia silnym strumieniem $wiatta, co utatwia
obserwacje. Sklada si¢ z kilku moduléw, umieszczonych na mobilnej szafie laboratoryjne;.
Dodatkowo przed lampa umieszczony jest filtr wodny odcinajacy podczerwona czg¢§¢ widma
lampy.
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2 Stanowisko pomiarowe

Regulacja $wiatla w pionie odbywa si¢ poprzez poluzowanie $ruby blokujacej za
pomoca pokretla umieszczonego na ramie reflektora, odpowiednie ustawienie i ponowne
przykrecenie $ruby.

Regulacja pozioma odbywa si¢ przez przesuniecie calej szafy.

Lampa ze sterownikiem

Oswietlenie nanowtokien w procesie elektroprzedzenia stanowi trudny problem. Z
uwagi na to, ze $rednica wtokna jest poréwnywalna lub mniejsza od dtugosci fali swiatta
widzialnego, widoczne sa jedynie refleksy $wiatla na jego powierzchni. Tego typu
oswietlenie wymaga duzej intensywnos$ci $§wiatta 1 wymagato skonstruowania specjalnego
uktadu wyposazonego w reflektor sceniczny PAR64 o mocy 1kW, z soczewka skupiajaca,
cieczowym filtrem termicznym i systemem chtodzenia tej cieczy. Lampa zostata podiaczona
do elektronicznego sterownika, umozliwiajacego wilaczanie i wylaczenie reflektora oraz
wlaczenie z ograniczong moca. Sterownik wyposazony jest w czujnik temperatury cieczy
znajdujacej si¢ w filtrze 1 w przypadku przegrzania samoczynnie wylaczy lampg
uniemozliwiajac jej ponowne uruchomienie do momentu schlodzenia cieczy.

A — Wiacznik
wentylatorow
chodnicy

B — Wiacznik glowny
sterownika

C — Wilacznik lampy

D —Dioda sygnalizujaca
wlaczenie lampy

E - Dioda sygnalizujaca
przegrzanie

F — Wybor mocy lampy

Rys. 2-3 Zdjecie sterownika lampy oswietlajqcej.

Filtr

Filtr cieplny sktada si¢ ze szklanej komory wypetnionej ptynem chodzaco — filtrujacym.
Przednia i1 tylna $ciana wykonana jest ze szkla hartowanego, $ciany boczne i dolna ze
zwyklego szkla, natomiast $ciana gorna z aluminiowej pltyty z zamontowanymi dwoma
kré¢cami oraz czujnikiem. Zamontowanie kro¢cow, odprowadzajacego i doprowadzajacego
ptyn, na gorze filtra zapewnia automatyczne odpowietrzanie. Swiatlo przebywa w filtrze
droge okoto 2cm, pozwala to na odfiltrowanie wigkszo$ci promieniowania podczerwonego.

Stosowany ptyn: Ptyn chtodniczy Petrygo firmy Orlen
Pompa

Obieg cieczy w ukladzie wymuszany jest za pomoca pompy perystaltyczne;.
Typ pompy: Elpan typ 372.1

Obroty: Nastaw maksymalny.
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Chtodnica

Zastosowano zebrowana chtodnice o wymiarach 24x24cm, wykonana z mosiadzu, z
zamontowanymi czterema wentylatorami zasilanymi z sieci 230V.

Akcesoria

Akcesoria stluza do ustawiania parametrow ukiadu jak rowniez do utrzymywania
wiokien w okre§lony sposob.

Standardowy target

Sktada si¢ plecionki wykonanej z miedzianego drutu z podiaczonym przewodem
uziemiajacym. Zapewnia dobre uziemienie, dobry do wstepnych eksperymentow, umozliwia
otrzymanie krétkich odcinkéw widkien rownolegtych.

Rys. 2-4 Standardowy target.

Target do otrzymywania widkien utozonych rownolegle do

siebie

Sktada si¢ z dwoch roéwnoleglych pretow wykonanych z  mosiadzu.  Prety
przymocowane sa do mosigznych podstaw, migdzy ktérymi odlegto§¢ mozna regulowaé. W
czasie procesu ladujace widkna uktadaja si¢ miedzy dwoma pretami, rownolegle wzgledem
siebie.

Rys. 2-5 Target do otrzymywania wlokien rownoleglych.
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3 Analiza wtasnosci elektrycznych widkien

3 Analiza wlasnosci elektrycznych widkien

Ponizej opisano wyniki z realizacji jednego z zadan projektu, ktérego celem byto
zbadanie wptywu dodatkow soli do roztworu wykorzystywanego przy otrzymywaniu
nanowldkien w procesie elektroprzedzenia, a takze zbadanie pojawiajacej si¢ W
nanowtoknach porowatosci. Przedmiotem rozwazan byly rézne sole (np. NaCl, NaySOs,
NaOTs, NH4Cl i inne) zmieniajace wiasciwosci cieczy i1 obserwacja elektroprzedzenia, a
takze porownywanie istotnych cech otrzymanych nanowtdkien. Glownym efektem tych badan
jest spostrzezenie, ze cho¢ przebieg procesu rozni si¢ w szczegdtach w zaleznos$ci od uzytej
soli, to jednak jego wplyw na koncowy produkt jest niezalezny od uzytego kationu 1 anionu.
Opis ponize] prezentuje szczegdtowo motywacjg, sposdb przeprowadzenia badan,
obserwowane istotne cechy procesow i strukturg uzyskanych produktow.

3.1 Motywacja badan przeprowadzonych na przyktadzie
poli(tlenku etylenu)

Wykonujac badania elektroprzedzenia z uzyciem poli(tlenku etylenu) z dodatkiem
roznych soli starano si¢ odpowiedzie¢ na pytanie, jaki jest wplyw przewodnictwa
elektrycznego cieczy na proces elektroprz¢dzenia? By odpowiedzie¢ na postawione pytanie
na podstawie literatury przeanalizowano wptyw dodatku soli na proces elektroprz¢dzenia.

(s} (o] 0/_\0

C ) BT S

N H M H K/o\)
S é b

SO PREoD
¢ Gl

(o] (o] (o]

o $9

¢ e
Rys. 3-1 Etery koronowe: a)12-korona-4, b)15-korona-5, c)18-korona-6 [122]
Kompleksy metali: d) z wodgq, e) z eterem koronowym [123].

(gn)
O
o ‘ugw"-‘.) {n.,-"m..-ﬁ.;,f

Rys. 3-2 Zwiqzki kompleksowe: a) jonu metalu i eteru koronowego, b)jonu metalu i dieteru
metylowego oligomeru poli (oksyetylenu). ,, Glym” zachowuje sie jak ,, liniowy eter
koronowy” [125]. Polqczenia eterow koronowych sq znacznie bardziej mobilne (18-korona-
6-K+ pK=6, 1, pentaglyme-K+ pK=2, 1 w metanolu [120]).
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3 Analiza wtasnosci elektrycznych widkien

Mimo duzego zainteresowania problematyka elektroprzedzenia (w ostatnich latach
kilkadziesiat publikacji rocznie) istniejacy stan wiedzy jest nadal bardzo ptytki. Zachowanie
powszechnie badanych wodno-organicznych roztworéw PEO nie jest do konca wyjasnione.
Uklady typu PEO-sél, zawierajace znaczne st¢zenia soli, czgsto w $cisSle bezwodnych
warunkach sa bardzo intensywnie badane z uwagi na ich zastosowanie jako stalych
elektrolitow w bateriach litowo-polimerowych. Istnieje bogata literatura dotyczaca
oddziatywan PEO z solami, gtownie litowymi.

Znacznie stabiej zbadane sa uktady typu wodno-organiczny roztwér PEO z niewielkim
dodatkiem soli. Dostrzezono zauwazalny wplyw jonéw K lub Li" na zachowanie PEO
rozpuszczonego w metanolu [79, 7], ale brak takiego wplywu w przypadku roztworu czysto
wodnego [68]. Wskazano [60] rowniez silny wplyw dodanego rozpuszczalnika organicznego
na Ulozenie faficucha polimeru w rozne ksztatty w przestrzeni (konformacj¢ makroczasteczki)
PEO w roztworze wodnym. Zaobserwowana ekspansja tancucha polimerowego dla uktadu
rozpuszczalnikow byla wigksza niz dla kazdego rozpuszczalnika uzytego osobno.
Stwierdzono, ze sposdb odwracalnego tworzenia wigzania koordynacyjnego pomigdzy jonem
metalu a atomami tlenu w poli(tlenku etylenu) (kompleksowania) niewielkich ilosci soli
zmienia si¢ w zaleznosci od zawartosci wody w uktadzie rozpuszczalnikow.

Dodatek soli odgrywa znaczaca rol¢ w procesie elektroprzedzenia oraz wpltywa na
wlasciwos$ci otrzymanego materiatu. Istnieje pewne stgzenie NaCl optymalne dla
stacjonarnego otrzymania supercienkich wtokien. W przypadku PEO nie wystepuje zjawisko
»Wypacania” roztworu soli na powierzchni¢ wtokna. Zjawisko to, zachodzi dla poli(laktydu), i
prowadzi do utworzenie krysztatow soli widocznych na powierzchni wtokna. Zaréwno dla
NacCl jak i1 dla innych soli jest mozliwie rozmijanie si¢ optymalnych zakresow stezen dla
elektroprzedzenia i dla wtasciwos$ci uzyskanego materialu. W pracy [25] stwierdzono nieco
szybsza biodegradacje widkniny elektroprz¢dzonej z dodatkiem niewielkiej ilosci elektrolitu
w porownaniu z wiokning otrzymana z roztworu bez takiego dodatku. Autorzy pracy
postawili hipotezg, ze wplyw na to moglo mie¢ rozwinigcie powierzchni polimeru,
,hanoporowatosci”. Stwierdzono rowniez korzystny wptyw dodatku organicznego elektrolitu
na elektroprzedzenie polimeréw nierozpuszczalnych w wodzie.

Przeglgd literatury nasuwa wniosek, zZe nie przebadano szeregu istotnych problemow.
W zwigzku z tym postanowiono skupi¢ uwage na badaniach z zastosowaniem poli(tlenku
etvlenu) - PEQ i okresleniu fundamentalnych zaleznosci na wzorcowym polimerze.

Struga roztworu polimeru podczas elektroprzedzenia zachowuje si¢ jak izolator. Wptyw
swobodnych jonow i elektronow w polu elektrycznym na ruch strugi nie jest do konca
wyjasniony. W badaniach proponuje si¢ analizg¢ tego efektu przez dodanie elektrolitu do
roztworu, co spowoduje duzy wzrost przewodnictwa elektrycznego roztworu w procesie
elektroprzedzenia. Moze mie¢ rowniez duzy wplyw na cechy produktu koncowego. Aktualny
stan wiedzy wskazuje, ze dodatek soli moze by¢ kluczowym parametrem elektroprzedzenia.
Plan doswiadczen obejmuje badanie wpltywu réznych soli na proces elektroprzedzenia
roztworéw PEQO. Badano wplyw soli zawierajacych kationy litowcoéw, poniewaz kationy te
moga tworzy¢ kompleksy z tancuchem polimeru. Jako najbardziej istotne zbadano wptyw soli
zawierajacych kationy Li", Na" i dla poréwnania niekompleksujacy kation NH;". Uzyto
rowniez zestawu soli sodowych zawierajacych ro6zne aniony. Badania roztwordéw
zawierajacych sole litu sa szczegdlnie interesujace z praktycznego punktu widzenia, poniewaz
sole te sa stosowane Ww powszechnie uzywanych bateriach litowo-polimerowych,
zawierajacych PEO.
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Charakter kompleksowania jonéw przez PEO moze zmienia¢ si¢ w zalezno$ci od
stezenia rozpuszczalnika organicznego w roztworze. Zbadano wplyw stezenia etanolu w
roztworze na proces elektroprzedzenia. Zbadano roztwory etanolowo-wodne, a nast¢pnie
roztwory w czystym metanolu, PEO ani sole nie rozpuszczaja si¢ w czystym etanolu, co
wigcej wiele publikacji wskazywalo na wystapienie efektow kompleksowania jonow soli
przez tafncuch PEO w roztworze metanolowym, co moglto mie¢ wpltyw na obserwowany
wynik elektroprzg¢dzenia.

Jako temat badan wybrano prébe usystematyzowania danych dotyczacych wplywu
dodatku elektrolitu na proces elektroprzedzenia. Jako modelowy polimer wybrano poli(tlenek
etylenu) -PEO 1 jako elektrolity — sole litowcow. PEO jest bardzo dobrze zbadany pod katem
procesu elektroprz¢dzenia 1 jest doskonatym polimerem modelowym. Nie bez znaczenia jest
réwniez fakt pozytywnych wynikow elektroprzedzenia tego polimeru w Zaktadzie. Przeglad
literatury pokazuje kilka badan systematycznych, ale zazwyczaj jest to dodatek NaCl, czasami
KBr, znane sa réwniez opracowania, gdzie autorzy uzywali elektrolitu nie jako dodatku
poprawiajacego proces elektroprzedzenia, ale jako dodatku wprowadzanego podczas
przygotowania roztworu polimeru (kw. octowy-chitozan, KSCN-celuloza), istnieja rowniez
opracowania, gdzie autorzy bazowali na elektrolitowych zanieczyszczeniach przenoszacych
fadunek, co wprowadzato pewien element przypadkowosci. Nie jest jasne czy 1 jak kationy
elektrolitu maja tworzy¢ zwiazki kompleksowe z matryca polimerowa, czgste uzycie soli
litowcow sugeruje, ze do takiego kompleksowania powinno dochodzi¢ i Zze po przekroczeniu
pewnej, granicznej ilosci elektrolitu wiasciwosci przedne ulegaja pogorszeniu. Badania
przeprowadzone dla poli(alkoholu winylowego) sugeruja, ze zmiany konformacji tancucha
moga utrudnia¢ proces elektroprzedzenia, i ze kationy o malym promieniu jonowym moga
destabilizowa¢ strugg. PEO nasladuje strukturg eteru koronowego kompleksujac si¢ z jonami
litowcow. Rozne jony kompleksuja si¢ w rdzny sposdb, rowniez przeciwjon moze mieé
wielkie znaczenie. Najczescie] uzywane byty sole zawierajace aniony chlorowcéw, zwlaszcza
chlorki i bromki, istnieja doniesienia o uzyciu soli aniondéw organicznych.

3.2 Czes¢ doswiadczalna

3.2.1 Metodyka badan

Podczas badan analizowano dwa typy roztworoéw soli i PEO: etanol/woda oraz metanol.
Réznia sie one pod wzglgdem mozliwosci kompleksowania jonow z tancuchem polimeru i
dlatego przedmiotem odrgbnie prowadzonych badan byty takze ré6zne kombinacje kationow,
anionow 1 stgzen soli. Ze wzgledu na cechy fizyko-chemiczne badania pierwszego rodzaju
roztworéw przeprowadzono na wigksza skale. Roztwory w metanolu drastycznie slabiej
przewodza prad. Zbadano dla roztwordéw soli przebieg procesu elektroprzedzenia badajac
wplyw zmiany przewodnictwa elektrycznego (S), potencjatu elektrycznego (E), pradu (1) na
dhlugo$¢ odcinka prostego (L) i kat rozwarcia stozka (4) tworzonego przez wirujaca struge
materiatu. W Tabeli 3-5 zebrano rezultaty tych pomiaréw wykonanych dla sze$ciu r6znych
soli 1 poréwnano z uktadem bez dodatku soli. Czg$¢ z tych badan porownano z modelem
numerycznym, zmieniajac w nim odpowiednio stala opisujaca gestos¢ tadunkow
elektrycznych w strudze.
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3.2.2 Badania wptywu soli na przewodnos¢

Przeprowadzono jednopunktowe pomiary przewodnictwa wodnych roztworéw soli oraz
wodno-etanolowych roztworow soli z uzyciem konduktometru (typ CC 401 firmy Elmetron),
wyposazonego w szklana elektrode pokryta czernia platynowa. Pomiary wykonywano przy
pomocy konduktometru, w temperaturze 25°C po uprzednim wytermostatowaniu probek. Dla
stwierdzenia efektow histerezy probki wykonywano pomiary, co 30 s.

Przeprowadzono pomiary przewodnosci roztworéw roznych soli w zaleznosci od jej
rodzaju 1 stgzenia w roztworze, przy ewentualnym dodatku polimeru. W szczeg6lnosci
badano przewodnos¢ dla:

e roztwordéw soli w wodzie i w 40% rozworze wodnym etanolu,
e roztworéw PEO z dodatkiem NaCl (w 40% etanolu i w H,O) i z dodatkiem NH4Cl
w 40% etanolu

Badane roztwory soli w wodzie destylowanej oraz w 40% etanolu nazywane sa dalej
etanolowymi. Wsréd badanych ujeto toluenosulfonian sodu (skrét NaOTs), czyli sol o
organicznym anionie.

Zestawienie wynikow

Wyniki pomiaréw przedstawiono na rysunkach od 3-3 do 3-12 oraz w Tabelach 3-1 1 3-2.

Tabela 3-1 Przewodnosc¢ roztworow soli w wodzie.

Cm/ G/ pS

mol/dm3 NaCl LiCl NH,CI Na,SO, NaOTs
0,020 2181,00 1520,67 2572,67 3754,60 | 2158,67
0,010 1136,50 798,27 1326,40 201500 | 1331,33
0,002 255,80 175,18 283,40 379,43 247,97
0,001 134,90 92,77 151,59 241,00 130,86

Tabela 3-2 Przewodnosc¢ roztworow soli w 40% roztworze wodno-etanolowym.

Cm/ G/puS

mol/dm’ NaCl LiCl NH,CI N2,SO4 | NaOTs
0.020 741333 | 551933 | 906,133 | 1049433 | 828.67
0.010 3909467 | 280.600 | 457800 | 599.167 | 480.100
0.002 86,363 61,887 101250 | 151,567 | 95,150
0.001 40,987 31,130 54.983 85,567 56,587
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Rys. 3-3 Przewodnos¢é w zaleznosci od stezenia soli w roztworze wodnym.
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Rys. 3-4 Porownanie przewodnosci soli zawierajqcych aniony chlorkowe (roztwory wodne).
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Rys. 3-5 Porownanie przewodnosci soli sodowych zawierajqcych rozne aniony
(roztwory wodne).
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Rys. 3-6 Zaleznos¢ przewodnosci od stezenia soli w roztworze wodno-etanolowym.
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Rys. 3-7 Porownanie przewodnosci soli zawierajqcych aniony chlorkowe
(roztwory wodno-etanolowe).
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Rys. 3-8 Porownanie przewodnosci soli sodowych zawierajqcych rozne aniony (roztwory
wodno-etanolowe).

Przy badaniu przewodnosci PEO z dodatkiem NaCl w 40% etanolu do 25g. 3%
roztworu dodano 0,025g soli (0,1g 25% roztworu NaCl w wodzie), uzyskujac stosunek
masowy PEO:NaCl réwny 30:1. Bezposrednio po wprowadzeniu soli rozpoczgto pomiar
przewodnosci roztworu (Rys. 3-9). Obserwowano poczatkowy nagly wzrost przewodnosci
(okoto 480uS), nastepnie niewielki spadek (okoto 40uS) i ponowny wzrost (okoto 200uS) az
do osiagnigcia maksimum przewodnosci (657,2uS). Pomiar prowadzono do ustalenia sig
wskazan konduktometru.
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Rys. 3-9 Przewodnos¢ 3% roztworu PEO w 40%etanolu z dodatkiem NaCl.

Wazne na pokazanym wykresie jest stopniowo rosnace przewodnictwo. W celu
potwierdzenia uzyskanych wynikow pomiar powtdrzono dla roztworu o identycznym sktadzie
(Rys. 3-10). Tym razem nie obserwowano spadku przewodnos$ci, natomiast wzrost do
osiagnigcia maksimum byt znacznie wigkszy 1 szybszy (prawie 800uS w ciagu okoto 5 minut)
niz poprzednio (okoto 200uS w ciagu 27 minut).
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4 bbb i—a
800 S S S A4 5 2 X X I e *e o

700 /

600

500

400

P
-
3
“
@
K
e

300
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100
0 5 10 15 20 25 30 35 0,
t/ min
Rys. 3-10 Przewodnos¢ 3% roztworu PEO w 40% Etanolu z dodatkiem NaCl
(eksperyment powtorzony).

45

W celu porownania zachowania roztworow wodnych 1 wodno-etanolowych pomiar
przewodnosci wykonano w analogicznym eksperymencie z 3% roztworem PEO w wodzie
destylowanej (Rys. 3-11). Do roztworu jak uprzednio dwukrotnie dodano 0,025g NaCl.
Podobnie do wyniku z Rys. 3-10 dla roztworu wodno-etanolowego nie obserwowano spadku
przewodnosci. W przypadku pierwszego dodatku soli czas do osiagnigcia maksimum
przewodnosci wynosit okoto 25 minut, natomiast w przypadku drugiego dodatku soli wzrost
byt znacznie szybszy - okoto 5 minut.
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Rys. 3-11 Przewodnos¢ 3% roztworu PEO w wodzie destylowanej z dodatkiem NaCl.

Dalej przewodnos¢ roztworu PEO z dodatkiem NH4Cl w 40% etanolu badano dodajac
0,025g NH4Cl1 (0,1g 25% roztw. NH4Cl w wodzie) do 25g. 3% roztworu PEO w 40% etanolu
i uzyskujac stosunek masowy PEO:NH4Cl réwny 30:1. Wykonano pomiar przewodnosci
otrzymanego roztworu (Rys. 3-11). Zaobserwowano znaczny wzrost przewodnosci (okoto
630uS w ciagu 8 minut przy pierwszym i okoto 800uS w ciagu 10 min. przy drugim dodatku
soli), a nastgpnie, po osiagni¢ciu maksimum (650,5uS po pierwszym 1452uS po drugim
dodatku), ustalenie wskazan konduktometru. Podobne wyniki uzyskano wcze$niej w

przypadku dodatku NaCl.
G/uS
1600
1400 —
P

1200
1000 il

800

600 "MM -4

Fd
400 £
~
200 Ll
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

t/min

Rys. 3-12 Przewodnos¢ 3% roztworu PEO w 40% etanolu z dodatkiem NH,CI.
Whnioski z eksperymentow

Dokonano zestawienia wynikow przeprowadzonych pomiar6w zmian przewodnoS$ci
badanych roztworéw w czasie (Tabela 3-3).

Sposréd dwoch identycznych roztwordow etanolowych PEO z dodatkiem NaCl, dla
pierwszego uzyskano wyniki bardzo podobne jak dla roztworu z dodatkiem NH4Cl, rozny byt
jednak czas potrzebny do osiagnigcia maksimum przewodnos$ci - dla NaCl wigkszy o okoto
22 minuty. W przypadku drugiego roztworu z dodatkiem NaCl przewodno$¢ poczatkowa
(zmierzona przed dodaniem soli) jest porownywalna z przewodnosciami pozostatych
roztworow, natomiast znacznie wigksza (o okoto 150uS) jest jego przewodnos¢ koncowa.
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3 Analiza wtasnosci elektrycznych widkien

Dla roztworu wodnego PEO z dodatkiem NaCl uzyskano znacznie wigksze wartosci
zardwno przewodnosci poczatkowej jak i maksymalnej w pordwnaniu z roztworami wodno-

etanolowymi.

Tabela. 3-3 Zestawienie wynikow.

PEO z NaCl PEO z NaCl PEO z NaCl | PEO z NH4CI
w EtOH/ H,O (1) | w EtOH/ H,0 (2) w H,O w EtOH/ H,O
GO/ pS 20 18 750 18,8
Gmax / uS 657,2 815,7 1789,5 652,2
AG / pS 637,2 797,7 1039,5 633.,4
At/ min 27,7 5,84 29,5 7,5

Poréwnano réwniez wartosci przewodnosci roztworéw PEO z dodatkiem soli z
roztworami o identycznej zawartosci soli (0,02M stezenie soli w roztworze), ale

niezawierajacymi polimeru (Tabela 3-4).

Tabela 3-4 Porownanie przewodnosci roztworow soli zawierajqcych
PEQ i niezawierajqcych polimeru.

roztwory wodne roztwory wodno-etanolowe
NaCl NacCl NH,4Cl1
zPEO | bezPEO | zPEO | bezPEO | zPEO | bez PEO
Gmax /uS | 1789,5 2181,0 657,2 741,3 652,2 908.0
AG / pS 391,5 84,1 255,8

W badaniach konduktometrycznych, pomimo pewnej niekonsystentnosci wynikow
stwierdzono mozliwos$¢ istnienia efektow histerezy probki. Uzyskane wyniki moga §wiadczy¢
o tym, ze przewodnictwo zmierzone dla sporzadzonej zewngtrznie probki roztworu polimeru
moze by¢ znaczaco roézne od wystepujacego w odparowujacej strudze polimeru.
Spostrzezenie to moze postuzy¢ do ulepszenia danych wejSciowych w rozwijanym w
Zaktadzie modelu numerycznym procesu elektroprz¢dzenia.

Uzyskane wyniki nie wskazuja na wyrazng interakcj¢ pomigdzy tancuchami polimeru a
jonami metalu w roztworze wodno-etanolowym. Jony metalu byly silnie sol watowane
(kompleksowane) przez czasteczki wody i nie mogly ulec skompleksowaniu przez tancuch
polimeru.

3.2.3 Badania wptlywu soli na elektroprzedzenie
nanowi{okien PEO

Prowadzajac badania wplywu soli na elektroprzedzenie starano si¢ zaobserwowac, czy
wystapia réznice w uzyskanej jako$ci nanowldkien. Analizowano wyniki elektroprzedzenia
wiokien z 3% roztworu PEO w 40% etanolu z dodatkiem trzech rodzajow soli (NaCl, LiCl 1
NH4CI) uzytych w dwoch stosunkach masowych wzgledem polimeru (1:30 i 1:60). W celach
poréwnawczych elektroprzedzono réwniez widkna PEO bez dodatku soli.
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3 Analiza wtasnosci elektrycznych widkien

Wszystkie eksperymenty prowadzono przy ustalonych warunkach szybkos$ci wyptywu
roztworu z dyszy — 0,2ml/h oraz odleglo$ci miedzy wylotem z dyszy a targetem — 15cm, w
temperaturze otoczenia okoto 23°C 1 wilgotnosci powietrza wahajacej si¢ od 40 do 50%.
Zmieniano wartosci napigcia migdzy elektrodami, monitorujac proces poprzez pomiar
wartosci  pradu przeptywajacego przez uktad. Uzyskane widkna obserwowano i
fotografowano przy uzyciu mikroskopoéw optycznego oraz -elektronowego. Wybrane
przyktady zdj¢¢ zamieszczone sg ponize;.

Zdjecia otrzymanych wlékien zrobione pod mikroskopem optycznym

¢)
Rys. 3-13 Fotografie wiokien uzyskanych metodq elektroprzedzenia PEO
bez dodatku soli, uzyskanych dla roznych wartosci napiecia:
a) 5kV, b) 20kV, c) 30kV.
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c) d)
Rys. 3-14 Fotografie widkien uzyskanych metodq elektroprzedzenia PEO z dodatkiem NaCl w
stosunku masowym 30:1, uzyskanych dla roznych wartosci napiecia:
a) 5kV, b) 10kV, c) 20kV, d) 30kV.
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Rys. 3-15 Fotografie wiokien uzyskanych metodq elektroprzedzenia PEO z dodatkiem LiCl w
stosunku masowym 30:1, uzyskanych dla roznych wartosci napiecia:
a) SkV, b) 10kV, c) 20kV, d) 30kV.

Dla witokien z dodatkiem LiCl w stosunku masowym 1:30 wzgledem polimeru, przy
wartosci napigcia 10kV obserwowano zjawisko tworzenia si¢ pajeczyny z ggstej sieci
wilokien, opartej na drutach targetu i narastajacej stopniowo w gore ku dyszy z wyptywajacym
roztworem. Zjawisko to obserwowane bylo réwniez w przypadku wldkien z dodatkiem
NH4Cl w stosunku masowym 1:30 wzgledem polimeru (ale nie dla widkien z NaCl w tym
samym stosunku masowym) oraz dla wiokien z NaCl i LiCl w stosunku masowym 1:60
wzgledem polimeru (dla wtokien z NH4Cl w tym stosunku masowym nie obserwowano
tworzenia pajgczyny). Zjawisko tworzenia takiej pajeczyny obserwowano tylko dla wartosci
napigcia 10kV.
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Rys. 3-16 Fotografie widokien uzyskanych metodq elektroprzedzenia PEO z dodatkiem NH,CI
w stosunku masowym 30.: 1, uzyskanych dla roznych wartosci napiecia:

a) 5kV, b) 10kV, ¢) 20kV, d) 30kV.
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3 Analiza wtasnosci elektrycznych witdkien

Rys. 3-17 Fotografie widkien uzyskanych metodq elektroprzedzenia PEO z dodatkiem NaCl w
stosunku masowym 60: 1, uzyskanych dla roznych wartosci napiecia:
a) 5kV, b) 10kV, c) 20kV, d) 30kV.
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e widkien uzyskanych metodq elektroprzedzenia PEO z dodatkiem LiCl w

stosunku masowym 60: 1, uzyskanych dla roznych wartosci napiecia:

18 Fotografi

Rys. 3

a) 5kV, b) 10kV, ¢) 20kV, d) 30kV.
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| N

Rys. 3-19 Fotografie wtdkien uzyskanych metodq elektroprzedzenia PEO z dodatkiem NH,CI
w stosunku masowym 60: 1, uzyskanych dla roznych wartosci napiecia:
a) 5kV, b) 10kV, c) 20kV, d) 30kV.

Zdjecia widkien pod otrzymane z mikroskopu elektronowego

20kV  X10,000

Rys. 3-20 Fotografie SEM wiokien PEO z dodatkiem NaCl w stosunku masowym 30:1,
uzyskanych dla wartosci napiecia 30kV, w roznych powiekszeniach: a) 10.000, b) 30.000.
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a)
Rys. 3-21 Fotografie SEM widkien PEO z dodatkiem LiCl w stosunku masowym 30:1,
uzyskanych dla

Rys. 3-22 Fotografie SEM wiokien PEO z dodatkiem NH,CI w stosunku masowym 30:1,
uzyskanych dla wartosci napiecia 30kV, w roznych powiekszeniach: a) 10.000, b) 30.000.

17 30 SEI

a) b
Rys. 3-23 Fotografie SEM wilokien PEO z dodatkiem NaCl w stosunku masowym 60:1,
uzyskanych dla wartosci napiecia 10kV, w roznych powiekszeniach: a) 10.000, b) 30.000.

#2006V X10,000
a) b
Rys. 3-24 Fotografie SEM wiokien PEO z dodatkiem LiCl w stosunku masowym 60. 1,
uzyskanych dla wartosci napiecia 30kV, w roznych powiekszeniach: a) 10.000, b) 30.000.

20kV  X30,000 0.5pm 17 30 SEI
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3 Analiza wtasnosci elektrycznych wtdkien

Rys. 3-25 Fotografie SEM wtokien PEO z dodatkiem NH,Cl w stosunku masowym 60: 1,
uzyskanych dla wartosci napiecia 30kV, w roznych powiekszeniach: a) 10.000, b) 30.000.

Whnioski

Wykazano podobny wptyw dodatku réznych soli na proces elektroprz¢dzenia roztworu
modelowego polimeru — poli(tlenku etylenu). Uzyskane wyniki pokazuja, ze niezaleznie od
uzytego kationu zawartego w soli otrzymano podobne nanowlokna. Zaden z badanych
kationow nie wykazywal zwigkszonego powinowactwa do lancucha polimeru. Roéwniez
zastosowanie roznych anionow, takze organicznych, nie pokazalo znaczacych roéznic w
badanych uktadach. Badania z uzyciem skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM)
pokazaly obecno$¢ nanowtdkien niezaleznie od rodzaju uzytej soli. Wyniki te zaprzeczaja
doniesieniom literaturowym, w ktérych stwierdzono, ze jedynie dodatek NaCl, pozwolit na
otrzymanie witdkien. Uzycie innych soli dawalo heterogenny material zanieczyszczony
krysztatami soli.

Badania SEM potwierdzity mozliwo$¢ uzycia wiokien do konstrukcji kontaktéw typu
FRET (kontakty z transferem energii fluorescencji) osiagajacych wielko§é ponizej 1 pm?.
Pomimo obecnosci kontaktéw ,,stopionych”, powstajacych podczas kontaktu z podtozem strugi
niezupelnie odparowanej uzyskano réwniez ,,suche” kontakty o wielkosci np. 100X200 nm.

3.2.4 Badania wptlywu soli na elektroprzedzenie
metanolowego roztworu PEO

Badano proces elektroprzedzenia widkien z 3% roztworu PEO w czystym metanolu
(MeOH) z dodatkiem soli: KBr, LiBr oraz NaBr w stosunku masowym 1:30 1 1:60 wzgledem
polimeru. W celach poréwnawczych elektroprz¢dzono rowniez widkna PEO bez dodatku soli.

Wszystkie eksperymenty prowadzono przy ustalonych warunkach szybkosci wyptywu
roztworu z dyszy — 0,2ml/h oraz odlegtosci migdzy wylotem z dyszy a targetem — 15cm, w
temperaturze otoczenia okolo 25°C i wilgotno$ci powietrza wahajacej sie¢ od 40 do 45%.
Zmieniano warto$ci napigcia migdzy elektrodami. Uzyskane widkna obserwowano pod
mikroskopem optycznym. Obraz zebranych na szkietka mikroskopowe wtokien
przedstawiono na rysunkach od 3-26 do 3-31. Uwagi na temat otrzymanego w procesie
elektroprzedzenia produktu zamieszczono w Tabeli 3-5.

Przeprowadzono réwniez obserwacje eksperymentéw z uzyciem szybkiej kamery, ktére
umozliwily zarejestrowanie 1 pomiar parametrow charakterystycznych dla procesu
elektroprzedzenia: dtugosci odcinka prostego oraz kata rozwarcia stozka (Tabela 3-5).
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Zestawienie wynikow

a) b
Rys. 3-26 Fotografie wldkien uzyskanych metodq elektroprzedzenia PEO bez dodatku soli,
uzyskanych dla roznych wartosci napiecia: (a) 5SkV, (b) 10kV.

¢)
Rys. 3-27 Fotografie wiokien uzyskanych metodq elektroprzedzenia PEO z dodatkiem NaBr w
stosunku masowym 30:1, uzyskanych dla roznych wartosci napiecia:
a)5kV,b) 10kV, c) 15 kV.

Raport z wykonania projektu KBN nr N 508 031 31/1740 31



3 Analiza wtasnosci elektrycznych wtdkien

c)

Rys. 3-28 Fotografie widkien uzyskanych metodq elektroprzedzenia PEO z dodatkiem KBr
w stosunku masowym 30.: 1, uzyskanych dla roznych wartosci napiecia:
a)5kV,b) 10kV, c) 15 kV.
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c)

Rys. 3-29 Fotografie widkien uzyskanych metodq elektroprzedzenia PEO z dodatkiem NaBr w
stosunku masowym 60: 1, uzyskanych dla roznych wartosci napiecia:
a)5kV,b) 10kV, c) 15 kV.
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c)

Rys. 3-30 Fotografie widkien uzyskanych metodq elektroprzedzenia PEO z dodatkiem KBr
w stosunku masowym 60:1, uzyskanych dla roznych wartosci napiecia:
a)5kV,b) 10kV, c) 15 kV.
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¢

Rys. 3-31 Fotografie widkien uzyskanych metodq elektroprzedzenia PEO z dodatkiem LiBr w
stosunku masowym 60: 1, uzyskanych dla roznych wartosci napiecia:
a) 5kV,b) 10kV, c) 15 kV.
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Tabela 3-5. Wplyw zmiany przewodnictwa elektrycznego (S), potencjatu elektrycznego (E),
pradu (1) na dtugosc odcinka prostego (L) i kqt rozwarcia stozka (4) tworzonego przez

wirujqcq struge materiatu.
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3 Analiza wtasnosci elektrycznych widkien

Whnioski

Czg$¢ badan poswigcona analizie wplywu soli na elektroprzedzenie metanolowego
roztworu PEO pozwala na stwierdzenie silnego kompleksowania kationéw litowcow przez
fancuch polimeru, co moze mie¢ wplyw na uzyskiwane w procesie elektroprzedzenia
nanowlokna z PEO.

3.3 Nanowldkna z zawartoscia polimerow
przewodzacych

Celem badan nad polimerami przewodzacymi z nanowlokien byla analiza mozliwosci
tworzenia czujnikéw wrazliwych na st¢zenie substancji biologicznych. Podstawa dziatania
takich czujnikow jest reakcja redox enzymu immobilizowanego na nanowtoknie, pojawiajaca
si¢ w skutek kontaktu enzymu z substancja biologiczna. Przyktadowo glukoza w kontakcie z
enzymem ulega utlenieniu 1 nastgpuje zmiana potencjatu nanowtdkna przewodzacego.

Badano amperometryczne czujniki platynowe pokryte nanowldknami z poli(3-
hydroksymaslanu), PHB, zawierajace protonowana (przewodzaca) polianiling. W trakcie
eksperymentéw wykonywano pomiary woltaperometryczne i na podstawie otrzymanych
krzywych analizowano wptyw warstwy nanowtokien na charakterystyke czujnikow.

Przy prowadzeniu eksperymentéw uzywano czujnikow o dwoch réznych gestosciach
pokrycia nanowloknami. W kazdym wypadku pokrycie otrzymywano przy napigciu 15kV.

Czujniki z cienka warstwa nanowlokien

Ponizej oméwiono wyniki uzyskane dla czujnikéw z cienka warstwa (o matej ggstosci)
nanowldkien nanoszonych w czasie 1 minuty przy predkosci podawania roztworu
0.1ml/godzing. Badane czujniki, oznaczone dalej symbolami P1, P2 i P3, pokryte z réznymi
warstwami polianiliny, otrzymano w rozny sposob:

P1 - czujnik otrzymany bez uzycia maski z poliwgglanu i z nieuziemionymi stykami;
P2 - czujnik otrzymany z maska z poliwgglanu i1 z nieuziemionymi stykami;
P3 - czujnik otrzymany z maska z poliwgglanu i z uziemionymi stykami.
Dla porownania wykorzystano takze czujnik platynowy, oznaczony dalej symbolem Pt,
z powierzchnia czysta, tj. bez nanowldkien. Kazdy czujnik byl testowany metoda
woltamperometrii cyklicznej w roztworze 0,1 M KCIl, z zakresem potencjatow od -0,6 do
0,8 V, szybko$¢ zmiany potencjalu 50 mV/s. Jako elektrod¢ odniesienia uzyto nasycona

elektrod¢ kalomelowa, elektroda pomocnicza byt pret platynowy. W kazdym przypadku
wykonano siedem pomiarow:

- pomiary oznaczone jako ,,..CV 1..”, ,..CV 2..” 1 ,..CV 3..” byly wykonane
bezposrednio po zanurzeniu czujnika w roztworze elektrolitu;

- pomiary oznaczone jako ,,...CV 4..”, ,..CV 5..” 1 ,,..CV 6...” byly wykonane po
zanurzeniu czujnika w roztworze elektrolitu na 40 minut;

- pomiary oznaczone jako ,,..CV 7..” byly wykonane po zanurzeniu czujnika w
roztworze elektrolitu na kolejne 60 minut.

Ponizej dla kazdego badanego czujnika przedstawiono zdjgcia z mikroskopu
optycznego i z mikroskopu elektronowego oraz wyniki pomiarow woltaperometrycznych.
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3 Analiza wtasnosci elektrycznych wtdkien

Czujnik P1

L4 .
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o L
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| Py ¥ .
- P S {
"R ]
I® i b} i
4 3ra o > LIy Nl LA, ~ U
TM-1000_2399 L x50k  20um TM-1000_2398 L xidk 10 um

Rys. 3-33 Zdjecia z mikroskopu elektronowego, powiekszenia x5k i x10k.
Widoczne pojedyncze nanowtokna.

<I>vs. Ewe
—P1__testw0,1 MKCILL.CV 1_3.mpr —P1__testw0,1 MKCI_CV 2_3.mpr
—P1__testw0,1 MKCI_CV 3_3.mpr —P1__testw0,1 MKCI_CV 4_3.mpr
—P1__testw0,1 MKCI_CV 5 3.mpr —P1__testw0,1 MKCI_CV 6_3.mpr
—P1__testw0,1 MKCILLCV 7_3.mpr —Ptw0,1 MKCI_CV_3.mpr#

10

<I>/pA

Ewe/V
Rys. 3-34 Wyniki testow czujnika P1.
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3 Analiza wtasnosci elektrycznych wtdkien

Czujnik P2

Rys. 3-35 Zdjecia czujnika P2 pod mikroskopem optycznym.

<I>vs. Ewe
— P2 _testw0,1 MKCI_CV1_3.mpr — P2 testw0,1 MKCI_CV 2_3.mpr
—P2_testw0,1 MKCI_CV 3_3.mpr —P2_testw 0,1 MKCI_CV 4_3.mpr
—P2_testw0,1 MKCI_CV 5 3.mpr —P2_testw0,1 MKCI_CV 6_3.mpr
—P2_testw0,1 MKCI_CV 7_3.mpr —Ptw0,1 MKCI_CV_3.mpr#

14

101

<I>/pA
[}

A LR

Ewe/V
Rys. 3-36 Wyniki testow czujnika P2.
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3 Analiza wtasnosci elektrycznych wtdkien

Czujnik P3

TM;1UDU_2405 T — x10k - 0 um
Rys. 3-38 Zdjecia z mikroskopu elektronowego, powigkszenia x100, x1500, x5k i x10k.
Widoczna sie¢ nanowlokien gestsza niz w przypadku czujnika P1.
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3 Analiza wtasnosci elektrycznych widkien

<I>vs. Ewe
— P3_testw0,1 MKCI_CV 1_3.mpr —P3 testw0,1 MKCI_CV 2_3.mpr
—P3_testw0,1 MKCI_CV 3_3.mpr —P3_testw0,1 MKCI_CV 4_3.mpr
—P3 testw0,1 MKCI_CV 5 3.mpr —P3 testw0,1 MKCI_CV 6_3.mpr
—P3_testw0,1 MKCI_CV7_3.mpr —Ptw0,1 MKCI_CV_3.mpr#

16
141
12t
10t
< 81
2
A
vV 6f
4 L
2 L
0
-2
Ewe/V
Rys. 3-39 Porownanie czujnikow P1, P2 i P3 i czujnika Pt.
<I>vs. Ewe
—P1__testw0,1 MKCILLCV 3_3.mpr —P2_testw0,1 MKCI_CV 3_3.mpr
—P3_testw0,1 MKCI_CV 3 3.mpr —Ptw0,1 MKCI_CV_3.mpr#
121
10t
8 L
A
v
4 -
2 -
0
2 \ I
-0,5 0 0,5
Ewe/V

Rys. 3-40 Testy wykonane bezposrednio po zanurzeniu czujnikow w roztworze elektrolitu.
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3 Analiza wtasnosci elektrycznych widkien

<I>vs.Ewe
—P1__testw0,1 MKCI_CV 6_3.mpr — P2_testw0,1 MKCI_CV 6_3.mpr
—P3_testw0,1 MKCI_CV 6_3.mpr —PtwO0,1 MKCI_CV_3.mpr#
10
9 L
8 L
-4 o
of o
5 L
3
x4
v
3 L
2 L
1 L
0
M
e
2 | |
-0,5 0 0,5
Ewe/V

Rys. 3-41 Testy wykonane po zanurzeniu czujnikow w roztworze elektrolitu na 40 minut.

<I>vs. Ewe

—P1__testw0,1 MKCI_CV 7_3.mpr —P2_testw0,1 MKCI_CV 7_3.mpr
— P3_testw0,1 MKCI_CV 7_3.mpr —Ptw0,1 MKCI_CV_3.mpr#

<I>/pA

I

0
-
ji W?\/
. -0.’5 |

0,5

o

Ewel/V

Rys. 3-42 Testy wykonane po zanurzeniu czujnikow w roztworze elektrolitu
na kolejne 60 minut.
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3 Analiza wtasnosci elektrycznych widkien

Podsumowanie

Przy wybranych parametrach osadzania warstw polianiliny nie jest widoczny wpltyw
osadzonych warstw na parametry czujnikdOw amperometrycznych z elektroda platynowa.
Niewidoczne jest tez zréznicowanie tych parametrow migdzy czujnikami po dtuzszym czasie
kondycjonowania czujnikow w roztworze elektrolitu - krzywe woltamperometryczne (CV) sa
zblizone (Rys. 3-42).

Wydaje sig, ze uzyskane warstwy polianiliny sa transparentne z elektrochemicznego
punktu widzenia. Prawdopodobnie zmiang parametrow elektrochemicznych mozna by
uzyskac poprzez zaggszczenie warstwy nanowlokien.

Czujniki z pogrubiona warstwa nanowlokien

Ponizej omowiono wyniki uzyskane dla czujnikbw z pogrubiona warstwa (o
zwigkszonej gestosci) nanowtokien nanoszonych w czasie 5 minut przy predkosci podawania
roztworu 0.2ml/godzing i napigciu 10 kV. Do elektroprzedzenia uzyto roztworu polianiliny
(Mw~50 000Da, Aldrich) w formie emeraldyny, ktéra protonowano kwasem
dodecylobenzenosulfonowym (DBSA, Acros) w mieszaninie z poli(3-hydromaslanem), PHB,
uzytym w st¢zeniu 1,5% w mieszaninie rozpuszczalnikow 12% chloroform 1 88% 2,2,2-
trifluoroetanol. Badane czujniki, oznaczone dalej symbolami P4 i P5, pokryte z r6znymi
warstwami polianiliny, otrzymano w rdzny sposob:

P4 - jednoelektrodowy czujnik otrzymany z maska z poliweglanu i z uziemionymi
stykami;

PS5 — M34A czteroelektrodowy czujnik otrzymany z maska z poliwgglanu 1 z
uziemionymi stykami.

Kazdy czujnik byt przetestowany metoda woltamperometrii cyklicznej w roztworze 0,1
M KCIl z zakresem potencjaléw od -0,6 do 0,8 V. Zastosowana szybko$¢ zmiany potencjatu
wynosita 50 mV/s. Jako elektrode odniesienia uzyto nasyconag elektrode kalomelowa, a
elektroda pomocnicza byt pret platynowy.

W kazdym przypadku wykonano 7 pomiardw:

- pomiary oznaczone jako ,,..CV 1..”, ,.CV 2..” i ,..CV 3..” byly wykonane
bezposrednio po zanurzeniu czujnika w roztworze elektrolitu;

- pomiary oznaczone jako ,,...CV 4..”, ,,..CV 5..” 1,,..CV 6...” byly wykonane po
zanurzeniu czujnika w roztworze elektrolitu na 40 minut;

- pomiary oznaczone jako ,,..CV 7...” byly wykonane po zanurzeniu czujnika w
roztworze elektrolitu na kolejne 60 minut.

Ponizej przedstawiono dla kazdego czujnika zdjgcia z mikroskopu optycznego oraz z
mikroskopu elektronowego, a takze wyniki pomiaréw woltaperometrycznych.
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3 Analiza wtasnosci elektrycznych wtdkien

Czujnik jednoelektrodowy P4

TM-1000_2655 x1,06 100 um TM-1000_2658

TM-1000_2660 x1,5k 50 um TM-1000_2661

Rys. 3-43 Obrazy mikroskopowe czujnika P4.

x5,0k
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3 Analiza wtasnosci elektrycznych widkien

<I>vs.Ewe
—— P4_testw 0,1 MKCI_CV 1_4.mpr —— P4_testw 0,1 MKCI_CV 2_4.mpr —— P4_testw 0,1 MKCI_CV 3_4.mpr
—— P4_testw 0,1 MKCI_CV 4_4.mpr —— P4 _testw 0,1 MKCI_CV 5_4.mpr —— P4_testw 0,1 MKCI_CV 6_4.mpr
—— P4_testw 0,1 MKCI_CV 7_4.mpr —— Ptw 0,1 MKC|_CV_3.mpr #

<I>/pA

\
-0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8
Ewe/V

Rys. 3-44 Wyniki testow czujnika P4.

<I>vs.Ewe
—— Ptw 0,1 MKCL_CV_3.mpr —— P1__testw 0,1 MKCI_CV 3_3.mpr —— P2_testw 0,1 MKCI_CV 3_3.mpr
—— P3_testw 0,1 MKCI_CV 3_3.mpr —— P4_testw 0,1 MKCI_CV 3_4.mpr #
124
104
84
/’-‘
64
<
=
N
v
24-
0
-2
44
L L L L L L
-0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8
Ewe/V

Rys. 3-45 Porownanie czujnikow serii I (P1, P2 i P3) i czujnika z serii 2 — P4.
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3 Analiza wtasnosci elektrycznych widkien

<I>vs.Ewe
—— P1__testw 0,1 MKCI_CV 6_3.mpr —— P2_testw 0,1 MKCI_CV 6_3.mpr —— P3_testw 0,1 MKCI_CV 6_3.mpr
—— P4 _testw 0,1 MKCI_CV 6_4.mpr # — Ptw 0,1 MKCL_CV_3.mpr

<I>/pA

1 1 1 1 1 1
-0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8
Ewe/V

Rys. 3-46 Porownanie czujnikow serii 1 (P1, P2 i P3) i czujnika z serii 2 — P4.

<I>vs.Ewe
—— P1__testw 0,1 MKCI_CV 7_3.mpr — P2_testw 0,1 MKCI_CV 7_3.mpr —— P3_testw 0,1 MKCI_CV 7_3.mpr
—— P4 _testw 0,1 MKCI_CV 7_4.mpr # — Ptw 0,1 MKCL_CV_3.mpr
9
NS
84 W
ﬂ'
<
=
x
v
' ' '
0 0,2 04 0,6 0,8

Ewel/V

Rys. 3-47 Porownanie czujnikow serii 1 (P1, P2 i P3) i czujnika z serii 2 — P4.
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3 Analiza wtasnosci elektrycznych wtdkien

Czujnik P5 — M34 czteroelektrodowy (A, B, C i D)

Iairs N |
M-1000_2663 1mm

TM-1000_2666 x1,5k

TM-1000_2667

Rys. 3-48 Obrazy mikroskopowe czujnika P35.
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3 Analiza wtasnosci elektrycznych witdkien

<I>vs.Ewe
—— Ptw 0,1 MKCI_CV_3.mpr —— MB34A_testw 0,1 MKCI_CV 1_4.mpr
—— M34A_testw 0,1 MKCI_CV 2_4.mpr —— M34A_testw 0,1 MKCI_CV 3_4.mpr
—— M34A_testw 0,1 MKCI_CV 4_4.mpr —— M34A_testw 0,1 MKCI_CV 5_4.mpr
—— MB4A_testw 0,1 MKCI_CV 6_4.mpr —— M34A_testw 0,1 MKCI_CV 7_4.mpr #

<I>/uA

-0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8
Ewe/V
Rys. 3-49
<I>vs.Ewe
—— M34A_testw 0,1 MKCI_CV 1_4.mpr —— M34A_testw 0,1 MKCI_CV 2_4.mpr
—— MB34A_testw 0,1 MKCI_CV 3_4.mpr —— M34A_testw 0,1 MKCI_CV 4_4.mpr
—— M34A_testw 0,1 MKCI_CV 5_4.mpr —— M34A_testw 0,1 MKCI_CV 6_4.mpr

— MB4A_testw 0,1 MKCI_CV 7_4.mpr #

Ewe/V

Rys. 3-50
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3 Analiza wtasnosci elektrycznych witdkien

<I>vs.Ewe
—— M34B_testw 0,1 MKCI_CV 7_4.mpr —— M34B_testw 0,1 MKCI_CV 1_4.mpr
—— M34B_testw 0,1 MKC|_CV 2_4.mpr —— M34B_testw 0,1 MKC|_CV 3_4.mpr
—— M34B_testw 0,1 MKCI_CV 4_4.mpr —— M34B_testw 0,1 MKC|_CV 5_4.mpr

—— M34B_testw 0,1 MKCI_CV 6_4.mpr #

5F
4,5+
4F
3,51
3F
25-
< ,5
=
A 2L
v
1,5
1£
0,5+
0
-0,5
-1
I I I I I I
-0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8
Ewe/V
Rys. 3-51
<I>vs.Ewe
—— M34C_testw 0,1 MKCI_CV 7_4.mpr —— M34C_testw 0,1 MKCI_CV 1_4.mpr
—— M34C_testw 0,1 MKCI_CV 2_4.mpr —— M34C_testw 0,1 MKC|_CV 3_4.mpr
—— M34C_testw 0,1 MKCI_CV 4_4.mpr —— M34C_testw 0,1 MKC|_CV 5_4.mpr
—— MB4C_testw 0,1 MKCI_CV 6_4.mpr #
<
=
x
v

-0,5

Ewe/V

Rys. 3-52
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Analiza wtasnosci elektrycznych widkien

<I>/pA

0,64

0,4

0,24

<I>vs.Ewe

—— M34D_testw 0,1 MKCI_CV 7_4.mpr
—— M34D_testw 0,1 MKC|_CV 2_4.mpr
—— M34D_testw 0,1 MKCI_CV 4_4.mpr
—— M34D_testw 0,1 MKCI_CV 6_4.mpr #

—— M34D_testw 0,1 MKCI_CV 1_4.mpr
—— M34D_testw 0,1 MKC|_CV 3_4.mpr
—— M34D_testw 0,1 MKCI_CV 5_4.mpr

3:%:'«3‘ 572
ELRARLIBE LN SNV

Rys.

I
0,2
Ewe/V

3-53

0,4 0,6 0,8

<I>vs.Ewe

—— M34C _testw 0,1 MKCI_CV 3_4.mpr
—— M34B_testw 0,1 MKCI_CV 3_4.mpr

—— MB4A_testw 0,1 MKCI_CV 3_4.mpr
—— M34D _testw 0,1 MKCI_CV 3_4.mpr #

0,81

0,2

Rys.

0,2 0,4 0,6 0,8
Ewe/V

3-54 Porownanie elektrod (A, B, C i D) czujnika M34 w kolejnych pomiarach.
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3 Analiza wtasnosci elektrycznych widkien

—— M34D_testw 0,1 MKCI_CV 6_4.mpr
—— M34B_testw 0,1 MKC|_CV 6_4.mpr

<I>vs.Ewe

—— MB34A_testw 0,1 MKCI_CV 6_4.mpr
—— M34C_testw 0,1 MKCI_CV 6_4.mpr #

<I>/pA

AQ"
Ny MWWW

fo ““_4. .wv’y‘t

0,2 i i i i i i
-0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8
Ewe/V
Rys. 3-55
<I>vs.Ewe
—— M34D_testw 0,1 MKCI_CV 7_4.mpr —— MB34A_testw 0,1 MKCI_CV 7_4.mpr
—— M34B_testw 0,1 MKC|_CV 7_4.mpr —— M34C_testw 0,1 MKCI_CV 7_4.mpr #
2,2+

<I>/pA
t

08k
06f
04f

0,2+

-0,2]
-0,4]
-0,4 -0,2 0 0,2 04 0,6 0,8
Ewe/V
Rys. 3-56
Podsumowanie

W przypadku obydwu czujnikdéw, warstwy polianiliny spowodowaly obnizenie pikow
pradu zardbwno w porownaniu z poprzednimi czujnikami (seria 1: P1 - P3), jak i sama platyna
(Pt). Obnizenie pradu wzgledem platyny $wiadczy o wlasciwosciach izolacyjnych badanych
warstw. Wyniki $wiadcza, ze polianilina w nanowtdknach nie tworzyta fazy ciagltej — doszto

do separacji faz.
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4 Hodowla kultur tkankowych

4 Hodowla kultur tkankowych

Hodowla kultur tkankowych jest pierwszym etapem do zastosowania nanowltdkien, jako
systemow biomedycznych. Realizacja tego zadania stata si¢ gtownym przedmiotem badan w
projekcie 1 przyniosta najciekawsze rezultaty, ktorych owocem sa: nowe kierunki badan,
zapoczatkowanie wspolpracy z innymi osrodkami w kraju i za granica (Wielka Brytania i
Hiszpania), a takze wystapienia konferencyjne i artykuty w renomowanych czasopismach.

4.1 Wprowadzenie nanoporowatosci do witdkien

Celem kolejnego zadania przy realizacji projektu byto okreslenie metody wprowadzenia
porowatosci do nanowldkien, by w ten sposob zapewnié/utatwi¢ efektywnos¢ i wykorzystania
w zastosowaniach biomedycznych. Uwaza sig, ze porowatos¢ jest warunkiem sukcesu jest
mozliwo$¢ kolonizacji 1 wzrostu komoérek na rusztowaniu stworzonym z nanowldkien.
Przeprowadzono dwa rodzaje eksperymentow rozniace si¢ metoda otrzymywania
porowatosci. W pierwszej metodzie porowato$¢ starano si¢ uzyska¢ poprzez wyptukiwanie
czg$ci materialu, w drugiej poprzez zastosowanie lotnego rozpuszczalnika i elektroprzedzenie
w podwyzszonej temperaturze.

4.1.1 Porowatosci uzyskiwana przez wyptukiwanie
sktadnika

W trakcie badan roztwor do elektroprzedzenia wykonano z 90 mg poli(kaprolaktonu)
PCL Mn=65,000 Da (Aldrich) i 90 mg poli(tlenku etylenu) PEO, 4:10° Da (Aldrich),
rozpuszczonych w 5,8 g chloroformu CHCIl; (POCH). Catkowite stgzenie polimerow
wyniosto 2,5%, PCL i PEO uzyte byty w proporcji 50:50%wag, stezenie kazdego polimeru
wyniosto 1,25%, odleglo$¢ dysza-kolektor 15cm, napigcie 10kV, wydatek 0.5ml/h. Jako
targetu uzyto pastylek z ceramicznego materiatu Bioglass, o $rednicy Smm. Probki
umieszczono w symulowanych warunkach ludzkiego osocza (SBF — simulated body fluid).
Juz po 3 dniach dobrze zauwazalne byly nanoporowatosci, ktore powinny utatwi¢ kolonizacje
wldkien przez osteoblasty (komorki tworzace tkanke kostna).

Eksperymenty dokumentowano w formie fotograficznej. Przyktadowe zdjecia (patrz
Rys. 4-1, 4-3) prezentowane ponizej pokazuja material z nanowtdkien bez porowatosci i
material porowaty. Zdjgcie oznaczone jako Rys. 4-1 przedstawia wilokna uzyskane z
mieszaniny polimerow PCL/PEO, a kolejne dwa (Rys. 4-2, 4-3) pokazuja ten sam materiat w
roznym powigkszeniu po wyplukaniu rozpuszczalnego w wodzie PEO. Zgodnie z
oczekiwaniem otrzymano struktur¢ porowata.
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EHT = 20.00 kV

Signal A = InLens Date -24 Oct 2007
WD =15.3 mm Mag= 2000 KX Time :9:29:44
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Rys. 4-2 Wiokna kompozytowe z PCL/PEQ otrzymane po umieszczeniu na 3 dni w plynie o
sktadzie ludzkiego osocza (SBF) — powigkszenie 10 000x.

EHT = 20.00 kv Signal A = InLens Date -24 Oct 2007
WD =134 mm Mag= 2000 KX Time :9:21:14

Rys. 4-3 Widkna kompozytowe z PCL/PEQ otrzymane po umieszczeniu na 3 dni w plynie o
sktadzie ludzkiego osocza (SBF) — powigkszenie 20 000x.
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4.1.2 Porowatos¢ uzyskiwana przez odparowanie
rozpuszczalnika

W  drugiej metodzie uzyskania porowatego materialu stosowano roztwér do
elektroprzedzenia wykonany z 4 g polimeru poli(L-laktydu) PLLA o nazwie Biomer® L900 i
Sredniej wagowe] masie czasteczkowej Mw=200 kDa (producent Biomer),. Polimer byt
rozpuszczony w mieszaninie 25 ml chloroformu CHCl3 1 2,5 g dimetyloformamidu DMF.
Stosowano nastgpujace warunki elektroprzedzenia: 8 kV; szybko$¢ podawania roztworu
0,600 ml/h, od strzykawka w odlegtosci 15 cm od powierzchni wody uzytej, jako target; czas
przedzenia okolo 45 minut, temperatura zewngtrzna wynosita 32°C. Nalezy podkresli¢, ze
temperatura otoczenia, nizsza o 29°C od temperatury wrzenia rozpuszczalnika, byla bardzo
waznym czynnikiem do uzyskania porowatej morfologii witdkien. Dodatkowym czynnikiem,
waznym dla jednorodnosci materiaty, a bez znaczenia dla porowatosci, bylo powolne mieszanie
wody. Uzyskano bardzo interesujacy materiat o gabczastej strukturze (Rysunki od 4-4 do 4-7).

Rys. 4-4 Witokna kompozytowe z PLLA otrzymane metodq elektroprzedzenia. Zauwazalna
porowata struktura i bidyspersyjnosc¢ wielkosci witokien: Ium i 5-10um
(odpowiednio Ii Il mod).

15kV  X10,000 1pm

Rys. 4-5 Wiokna kompozytowe z PLLA otrzymane metodq elektroprzedzenia. Zauwazalna
gabczasta struktura i bardzo duza porowatosé.
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Rys. 4-6 Wilokna kompozytowe z PLLA otrzymane metodq elektroprzedzenia. Dla zmierzonych
porow wielkos¢ okoto 350nm, zauwazalna obecnosé¢ mniejszych porow, rzedu 30nm,
widoczna ggbczasta struktura. Mniejsze wiokno jest dla odmiany pozbawione porow.

15kV ~  X4,000

Rys. 4-7 Witokna kompozytowe z PLLA otrzymane metodq elektroprzedzenia. Dla zmierzonych
wiekszych porow wielkos¢ okolo 1,6 -3,1um. Rowniez mniejsze widkna majq strukture
porowatq.

Poréwnujac obraz widkien widoczny na zdjeciach (Rys. 4-4 1 4-5) mozna wyrdznic
bidyspersyjnych ich charakter: wtokna modu I o grubosci witdkien okoto 1pm i drugie modu
IT o grubosci 5-10um. Daje si¢ takze zauwazy¢ nanoporowatosci o lekko owalnym ksztatcie
tworzyty uktad o wyraznej bidyspersyjnosci, niezaleznej od grubosci widkien. Pierwszy mod
porowatos$ci (Rys. 4-6) miat $rednia wielkos¢ okoto 350nm, drugi miat §rednia wielkos¢ 1,6-
3,1lum (Rys. 4-7). Wydaje sig, ze gabczasto-porowata struktura bedzie miata krytyczne
znaczenie podczas zasiedlania i wzrostu komorek dla rusztowania tkankowego wykonanego z
PLLA.

4.2 Elektroprzedzenie biatek i zastosowanie
nanowldkien jako biosensorow
Kolejnym etapem badan bylto otrzymanie elektroprzgdzonych nanowtdkien z uzyciem

materialow bialtkowych i1 zastosowanie uzyskanych materiatow jako biosensoréw. Omawiane
tu badania podjgto z uwagi na potencjalne znaczenie zastosowan biomedycznych
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elektroprzedzenia w praktyce [103]. Wyniki zostaty opublikowane przez autoréw projektu
[52] 1 zalaczone do tego opracowania. Do elektroprzedzenia stosowano albumine surowicy
wotowej (BSA), ktora jest biatkiem globularnym, znacznie trudniejszym do elektroprzedzenia
niz biatka fibrylarne (wtokniste). Glownym osiagnigciem tych badan bylo elektroprzedzenie
biatka w formie natywnej (naturalnej), z roztworu wodnego, bez zastosowania toksycznych
rozpuszczalnikow fluorowanych. Réwniez proces otrzymania wtokien nierozpuszczalnych w
wodzie odbywal si¢ bez zastosowania odczynnikow, ktére denaturuja bialka (zmieniaja ich
strukturg). Wykazano, ze biatko w formie nanowtokien ulega w temperaturze pokojowej w
atmosferze powietrza nieodwracalnemu utwardzeniu, co umozliwia uzycie go do zastosowan
biomedycznych. Nierozpuszczalne witdékna z BSA byly nastgpnie modyfikowane z
zastosowaniem izotiocjanianu fluoresceiny (FITC) w celu uzyskania dwuwymiarowego
biosensora czutego na zmiany pH (kwasowosci) z rozdzielczo$cia rzedu dziesiatek pm.

Elektroprzedzenie w ukladzie wspdtosiowym jest bardzo wygodna metoda do
enkapsulacji (zamykania w materiale) 1 nastgpnie uwalniania zwiazkow bioaktywnych.
Zastosowanie nierozpuszczalnego w wodzie materiatlu powtoki widkna umozliwia zamknigcie
w rdzeniu uzyskanego wtokna substancji biologicznych takich jak: BSA potaczone z FITC
[116]. Autorzy cytowanych badan stwierdzili, ze elektroprzedzenie nie naruszyto struktury
biatek.

W niniejszej pracy wykonawcy postawili sobie za cel uzyskanie biosensora
umozliwiajacego nieinwazyjne obrazowanie aktywno$ci zywych komorek z rozdzielczo$cia
zblizona do czasteczkowej. Obecnie takie zadanie pelnia funkcjonalizowane nanoczasteczki.
Umozliwiaja one zbieranie informacji jedynie z bardzo matych obszarow. Nanowlokna
moglyby zaoferowa¢ mozliwo$¢ rozszerzenia tej metody diagnostycznej umozliwiajac
Sledzenie zmian sygnatu na calej dlugosci obserwowanego widkna — na dlugosci setek
mikrometrow. Biatka sa dobrymi kandydatami do tworzenia biosensoréw, gdyz sa zbudowane
z biologicznie aktywnych makroczasteczek, ktére moga tatwo zosta¢ umieszczone w
srodowisku zywych komorek. Unikalne wtasciwosci wiazace biatek ulatwiaja transport i
przytaczanie komorek. Badania zostaty ukierunkowane w celu uzyskania protokotu tworzenia
nierozpuszczalnych w wodzie nanowtokien z biatek globularnych. Zgodnie z wiedza autoréw
bylo to pierwsze doniesienie o probie uzyskania biosensorow z takiego materiatu.

Procedura badawcza

W badaniach uzyto BSA (65 000 Da), biatka szeroko uzywanego w zastosowaniach
biotechnologicznych jako $rodek blokujacy, sktadnik pozywki do kultur tkankowych i
stabilizator enzymow, poli(tlenek etylenu), PEO (400 000 Da) oraz izotiocjanian fluoresceiny
(FITC). Do badan uzyto standardowego zestawu do elektroprzedzenia.

Wstgpne wyniki pokazaly, ze 2-15% wodne roztwory BSA nie ulegaja
elektroprzedzeniu, niezaleznie od uzytego potencjatu. Na podstawie doniesien literaturowych
[10], zastosowano dodatek PEO, ktéry nie tylko umozliwia elektroprzedzenie roztworow
biatek, ale rowniez sam jest biokompatybilny.

Elektroprzedzenie optymalizowano dla zmian potencjalu 5-30 kV, zmiany proporcji
PEO/BSA zmieniano w granicach 0-50%, st¢zenia sktadnikow w roztworze do
elektroprzedzenia od 7 do 15%, oraz wydatku masowego pompy (dopasowanego do
potencjatlu). Znalezione optymalne warunki elektroprzgdzenia to: wydatek masowy 0,2
ml/godzing, potencjat-15 kV, proporcja skladnikéw 85% BSA i 15% PEO, sumaryczne
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stezenie skladnikow 8,7%. Eksperymenty prowadzono przy temperaturze zewngtrznej okoto
22°C 1 wilgotno$ci wzglednej okoto 30%.

Rys.4-8 Otrzymany z mikroskopu sit atomowych (AFM) obraz struktury elektroprzedzonych
wilokien z BSA/PEQO.

Geometri¢ otrzymanych nanowldkien oceniano z zastosowaniem mikroskopu
optycznego, za$§ wlasciwe obserwacje 1 pomiary grubosci nanowtokien prowadzono z
uzyciem mikroskopu sit atomowych (AFM). Rysunek 4-8 pokazuje obraz kompozytowego
wtokna z BSA/PEO. Rozmiar poprzeczny uzyskanych wtokien osiagal warto$¢ rzedu setek
nanometrow, za$ same widkna nie mialy przekroju kotowego-przypominat wstazke o
grubosci 73nm 1 szerokosci 400 nm. Przyczyna takiego ksztattu przekroju widkien mogta by¢
sytuacja, w ktorej tworzace si¢ wlokno zestalalo si¢ na powierzchni, a nastgpnie zapadato po
wycieknigciu  pozostatych sktadnikow  strugi  [31], pod wplywem oddziatywan
elektrostatycznych i sit powierzchniowych (van der Waalsa). Wiele sposroéd analizowanych
wilokien miato stosunek wysokosci do szerokosci rzedu 1:10. Nie przeprowadzono jednak
badan, ktore potwierdzityby, czy struktura wstazki jest typowa dla widkien otrzymanych w
procesie elektroprzg¢dzenia.

Charakteryzacja elektroprzedzonych witdkien z BSA/PEO.

Tworzeniu nanowtokien z biatek w postaci natywnej z wuzyciem techniki
elektroprzedzenia towarzysza stosunkowo duze sity elektrostatyczne i mechaniczne. Moga
one uszkodzi¢ material biologiczny zmieniajac jego aktywno$¢ lub nawet prowadzi¢ do
denaturacji. Aby wykluczy¢ mozliwo§¢ takiego uszkodzenia $§wiezo przygotowane
elektroprzedzone wtokna biatkowe rozpuszczano w wodzie i porOwnywano z roztworami
natywnego, nie przedzonego BSA. Do analizy zastosowano elektroforeze oraz fluorescencjg.
Elektroforeza w warunkach niedenaturujacych pokazata identycznos¢ BSA przed 1 po
elektroprzedzeniu, co oznacza, ze czwartorzedowa struktura biatka nie zostala znaczaco
zmieniona. W drugim tescie okreslono wpltyw elektroprzedzenia na fluorescencj¢ (przy
dhugosci fali 348nm) aromatycznych aminokwaséw zawartych w biatku. Zmierzono réwniez
profile denaturacji dla natywnego BSA, dla elektroprzedzonego BSA, a koncu dla mieszaniny
BSA i1 PEO. Ta ostatnia nie byta elektroprzedzona. Wyniki zamieszczone na Rys. 4-9
pokazuja, ze nie ma réznic profili denaturacji 1 widm emisyjnych fluorescencji. Dowodzi to,
ze elektroprzedzenie nie powoduje denaturacji BSA.
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Rys.4-9 Temperaturowe profile denaturacji natywnej albuminy (kwadraty), oraz mieszaniny
BSA/PEO przed (kotka) i po elektroprzedzeniu (trojkqty) mierzone przez fluorescencje
aminokwasu tryptofanu (sktadnika BSA). Rysunek wewnqtrz pokazuje natozone widma emisji
tryptofanu uzyskane dla wszystkich trzech probek.

Uzyskanie nierozpuszczalnych widkien z albuminy

Swiezo otrzymane widkna z BSA/PEO byty tatwo rozpuszczalne zaréwno w wodzie,
jak i w buforze fosforanowym (PBS, pH 7,4). Stwierdzono, ze proces rozpuszczania siatki z
wtokien naniesionych na szkietko nakrywkowe trwa kilka sekund. Wtdkna przechowywane w
warunkach pokojowych przez 2 tygodnie stawaly si¢ nierozpuszczalne w wodzie i
pozostawaly przyklejone do szkielka, na ktorym je zebrano. Obserwacje mikroskopowe
pokazaty, ze geometria widkien nie ulegta zmianie, a prowadzone przez 2 tygodnie préby
rozpuszczenia wiokien w warunkach fizjologicznych (roztwor PBS o pH 7,4 w temperaturze
37°C) 1 monitorowanie fluorescencji pokazaty, ze BSA nie wyptukuje si¢. Wiokna byly
wystarczajaco stabilne do uzytku np., jako sondy diagnostyczne.

Rys. 4-10 Nanowltdkna z elektroprzedzonego BSA wybarwionego FITC obserwowane pod
mikroskopem fluorescencyjnym. Szerokos¢ obrazu 0,18mm.
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Dla uzyskania fluorescencyjnego biosensora z utwardzonych widkien najpierw
pozostawiono je w 0.02% roztworze FITC na 24 godziny, a nastgpnie wielokrotnie
przeptukiwano woda dejonizowana dla wymycia pozostatosci barwnika. Rysunek 4-10
pokazuje widok wybarwionych fluorescencyjnie wiokien BSA-FITC pod mikroskopem
fluorescencyjnym. Ocenia sig, ze podczas przebywania w wodzie 1 wielokrotnego
przemywania rozpuszczalny skladnik wiokna — PEO — ulegl wyptukaniu i pozostawit
nierozpuszczalne widkna z BSA wybarwionego FITC.

Fluorescencyjne wtdkna biatkowe moga by¢ uzyte do wizualizacji oddziatywan wtokien
z materiatem biologicznym w kulturach tkankowych, do obserwacji procesow zachodzacych
w opatrunkach przykrywajacych rany, jak rowniez do konstrukcji fluorescencyjnych
nanosensorow. Jednym z mozliwych ich zastosowan jest konstrukcja kontaktow FRET
(transfer energii fluorescencji przez rezonans) przez elektroprzedzenie komplementarnie
wybarwionych wiokien na podtozu szklanym. Obserwacja tak otrzymanych materiatéw pod
mikroskopem fluorescencyjnym umozliwia wybranie przecig¢ wiokien, tworzacych kontakt
FRET. Bardzo maly obszar kontaktu dwoch materiatow fluorescencyjnych jest bardzo
wrazliwy na zmiany otoczenia chemicznego tworzac nano-czujnik chemiczny. Eksperymenty
potwierdzity potencjalna mozliwo$¢ takiego zastosowania wiokien fluorescencyjnych.

Obserwacja wewnatrzczasteczkowych zmian pH w zywych komoérkach jest bardzo
wazna 1 moze by¢ dokonywana z uzyciem wrazliwego na ten parametr czujnika
fluorescencyjnego. Wykres na rysunku 4-11 pokazuje, ze potrzebnym czujnikiem moga by¢
nanowtokna z BSA-FITC. Widoczna zalezno$¢ =zostala sporzadzona na podstawie
umieszczone pod nia zdjgcia nanowldkna obserwowanego z uzyciem mikroskopu
fluorescencyjnego. Podczas eksperymentu lewa jego czg$¢ zanurzona byla w alkalicznym
buforze o pH 10, za§ prawa strona pozostawata w $rodowisku o odczynie obojgtnym. Na
fotografii widaé, ze intensywnos$¢ fluorescencji, zmieniajaca si¢ wzdtuz widkna, jest wyraznie
wigksza z lewej strony (dla pH=10). Podobny pomiar, wykonany np. dla witdkien
przytaczonych do blony komodrkowej lub do hodowli komodrek, moze by¢ uzyty do
monitorowania ich aktywnosci biologiczne;.
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Rys. 4-11 Obserwacja wplywu pH na fluorescencje wiokna otrzymanego z BSA-FITC: wykres
ilustruje wzglednq zmiane intensywnosci fluorescencji, zdjecie witdokna pod mikroskopem
fluorescencyjnym (szerokosé¢ zdjecia 80um).
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Whnioski

Pokazano zastosowanie 1 optymalizacj¢ -elektroprz¢dzenia globularnego, dobrze
rozpuszczalnego w wodzie, naturalnie wystepujacego biatka — albuminy surowicy wotowe;j
(BSA). Z materiatu otrzymano nierozpuszczalne nanowtokna, w ktoérych zostata zachowana
struktura natywnego biatka. Wtdkna po wybarwieniu fluorescencyjnym moga by¢ uzyte, jako
dwuwymiarowe biosensory, jak rowniez, jako nowe rusztowania do hodowli komorek.
Przeprowadzone eksperymenty wskazuja na bardzo wazna mozliwo$¢ zastosowania
fluorescencyjnie wybarwionych nanowlokien biatkowych do pomiaru wewnatrzczasteczkowych
zmian pH w zywych komorkach.

4.3 Nanowidkna jako biodegradowalne pokrycie
implantéw kostnych

Kolejnym etapem badan przeprowadzonych w ramach projektu bylo otrzymywanie
siatek pokrywajacych ceramiczne implanty kostne, wykonanych z elektroprzedzonych
nanowlokien. W badaniach starano si¢ otrzymac materialy ceramiczne o zmodyfikowanej
powierzchni zapewniajacej w ten sposob poprawg biozgodnosci. Pokrycia te mialy by¢
rowniez bioaktywne i mie¢ potencjalna mozliwos¢ zastosowania, jako system uwalniania
lekow.

Strategie inzynierii tkankowej wymagaja, aby materiat do hodowli komorek byt
biodegradowalny. W takim przypadku komorki kultury tkankowej dobrze przylegaja do
rusztowania 1 maja ulatwiony wzrost. Generalnie uwaza sig, ze Wwysoce porowate
mikrostruktury o duzej powierzchni stymuluja wzrost komoérek. Wedhug danych
literaturowych regeneracja ko$ci wymaga spetienia trzech warunkow:

1. Rozmiar pojedynczych poréw w implancie przynajmniej rz¢du 0,1 mm,
2. Tréjwymiarowa struktura porowatego materiatu zapewniajaca polaczenia porow,
3. Porowato$¢ materialu co najmniej na poziomie 80% lub wigcej [15].

Biodegradowalne 1 biokompatybilne nanowtokna poliestrowe, uzyskane na drodze
elektroprzedzenia, powinny $§wietnie si¢ nadawaé do tworzenia rusztowan tkankowych o
wysokiej porowato$ci. Materialy te maja jednak niewystarczajaca wytrzymato$¢
mechaniczna, jako rusztowania uzywane do odbudowy kosci. Dotychczas nie udato sig
wytworzy¢ trojwymiarowych struktur na podstawie nanowldkien.

Bioaktywne ceramiki 1 szkla sa bardzo atrakcyjnym materialem do zastosowania w
odbudowie tkanki kostnej, ale maja swoje ograniczenia. Tu istotnym jest brak mozliwosci
wbudowania lekow lub czynnikéw wzrostu w ich strukturg. To ograniczenie spowodowane
jest procesem otrzymywania ceramiki wymagajacym wysokich temperatur, rzgdu 1100°C. W
celu obejs$cia powyzszych utrudnien do regeneracji kosci tworzy si¢ materialty oparte na
biodegradowalnych polimerach i bioaktywnych ceramikach. W ten sposéb byty przyktadowo
badane bioaktywne i bioresorbowalne materiaty typu polimer/Bioglass, o odpowiednio
dobranej wielko$ci pordéw, oraz rusztowania ze szklistej ceramiki, pokrytej warstwa
biodegradowalnego polimeru.
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Badania wykonano we wspotpracy z grupa tworcy materiatu Bioglass, Aldo
Boccaccinim [15] z Imperial Colleage (UK). Pomystem wykonawcéw projektu bylo uzycie
porowatej siatki z nanowtokien poliestru pokrywajacej ceramikg, by ten sposob zastapié
dotychczas stosowana lita warstwe poliestru. Siatka taka nasladowataby strukturg
zewnatrzczasteczkowej matrycy kolagenu (ECM) 1 mogtaby ulega¢ mineralizacji, podobnie
jak wiokna kolagenu uczestniczace w budowie kosci. Innym zastosowaniem siatki z
nanowlokien bytoby uzycie jej, jako systemu uwalniania leku. Takze w tym przypadku
dotychczas stosowano lite warstwy polimeru. Realizacja pomystu jest pierwsza tego typu
proba zakonczong sukcesem.

W ramach badan otrzymywano porowata ceramike, ktora nastepnie pokrywano warstwa
nanowtokien. Testowane materialy to:

¢ poli(3-hydroksymaslan), PHB,
e kopolimer poli(3-hydroksymaslan-co-hydroksywalerianian), PHBV,
e kompozyt poli(kaprolaktonu),PCL: poli(tlenek etylenu), PEO, proporcja PCL/PEO= 1:1.

Pierwszy z wymienionych materiatow (PHB) jest biodegradowalnym i
biosyntezowalnym polimerem, ktory dotychczas byt szeroko stosowany do implantow kosci
ze wzgledu na swoje wlasciwosci piezoelektryczne, obserwowane w kosciach. Drugi materiat
(PHBV) ma struktur¢ prawie identyczna, jak PHB, przy czym jego zaleta jest, ze 2%
zawarto$¢ jednostek hydroksywalerianianu zmniejsza kruchos¢. Ostatni z badanych
materiatow (PCL) odznacza si¢ znacznie dtuzszym niz PHB czasem biodegradacji, co czyni
go cennym do zastosowania jako system uwalniania lekow.

Rezultaty i dyskusja

W badaniach nad otrzymaniem ceramiki pokrytej nanowtdknami wykorzystano PHB i
PHBV pochodzace z syntezy bakteryjnej oraz PEO 1 PCL otrzymane syntetycznie.
Elektroprzedzono 2% roztwory PHB lub PHBV w 2,2 2-trifluoroetanolu (TFE), oraz 1,25%
PCL 1 1,25% PEO w chloroformie (sumaryczne stezenie polimerdéw 2,5%). Elektroprzedzenie
przeprowadzono w standardowych warunkach i w typowym zestawie do elektroprz¢dzenia
opisanym w tym raporcie.

W pierwszym etapie pracy przeprowadzono standardowa procedur¢ poszukiwania
warunkow elektroprzedzenia umozliwiajaca otrzymanie wiokien o wiasciwej strukturze.
Znalezione warunki prowadzenia procesu i rozpuszczalnikow uzytych dla odpowiednich
polimeréw uzyto do produkcji probek materiatow. Ustalono jako optymalne warunki:
odlegto$¢ dysza/target 15 cm, wydatek masowy pompy 0,5 ml/godzing, napigcie 15kV.
Nanowtoknami pokrywano ceramikg typu 45S5 Bioglass otrzymana przez spiekanie czastek o
wielkosci Sum w temperaturze 1100°C przez 1 godzing. Otrzymany materiat, ktorego probke
przedstawiono na rysunku 4-12, zawierat gldéwnie fazg krystaliczna Na,Ca,Si30o.

Uzyskane materiaty poddano testom bioaktywnosci i mineralizacji. W ich trakcie probki
byly zanurzone w roztworze wodnym symulowanego ptynu fizjologicznego (SBF) przy pH
7,3 w temperaturze 37°C. W czasie zanurzenia na materiale tworzyly si¢ krysztaly
hydroksyapatytu (HAP). Nastgpnie pobrane po 1, 3, 7 i 14 dniach probki analizowano pod
mikroskopem elektronowym (SEM) 1 za pomoca rentgenografii strukturalnej (XRD).
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Rys. 4-12 Siatka z nanowtokien PHB przykrywajqca powierzchnie materiatu Bioglass®.
Szerokos¢ zdjecia odpowiada 6,9mm.
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Rys. 4-13 Nanowtokna PHB pokrywajqce materiat Bioglass, zanurzone w SBF
na okreslong ilos¢ dni.

Rysunki 4-13 i1 4-14 pokazuja wyniki testow mineralizacji witdkien oraz obrazy wtokien
przed mineralizacja. Wiokna testowanych na poczatku materiatbw, PHB i1 PHBV,
elektroprzedzone z roztworu TFE, sa ciensze (okoto 100nm) niz widokna PCL/PEO, w ktorych
jako rozpuszczalnika uzyto chloroformu (okoto 600nm). Wybdr uzytego rozpuszczalnika miat
zatem wielki wplyw na ksztatt otrzymanych nanowlokien.

Zachowanie probek w symulowanym ptynie fizjologicznym (SBF) przeprowadzono dla
okreslenia warunkow biomineralizacji wiokien. Stwierdzono, ze tworzona cienka warstwa
hydroksyapatytu dobrze wspotgrata z warstwa tworzona jednocze$nie na materiale Bioglass.
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Zdjecia SEM zrobione po 7 dniach zanurzenia probek w SBF pokazaly, ze powierzchnia
nanowlokien z PHB byta catkowicie pokryta krysztatami (Rys. 4-13), a dane rentgenografii
strukturalnej potwierdzity, ze byty to krysztaly HAP obecne w probce zaréwno po 7 jak i 14
dniach. Bardzo podobnie zachowaty si¢ probki sporzadzone z PHBV (Rys. 4-14).

Roéwniez obrazy otrzymane dla biomineralizacji wtokien z PCL wykazywaty powstanie
dwoch warstw HAP: na wldknach i na materiale Bioglass — obie byly ze soba wzajemnie
zwigzane. Dodatkowo zaobserwowano mikroporowato$¢ materiatlu po wyptukanym PEO. Ta
dodatkowo uzyskana cecha moze by¢ szczegodlnie cenna dla zasiedlania rusztowania
osteoblastami (komoérkami kosci) 1 natywizacji implantu.
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Rys. 4-14 Nanowtokna PHBYV pokrywajqce materiat Bioglass, zanurzone w SBF na okreslong
ilos¢ dni. Obrazy w SEM i XRD. Na obrazie XRD kwadratami zaznaczono
piki tworzqcego sie HAP.

Podsumowanie i wnioski

Uzyskano siatki z elektroprzedzonych nanowtokien z PHB, PHBYV, i PCL/PEO,
przykrywajace powierzchnig ceramicznego materiatu Bioglass. Okreslono ich bioaktywnos¢ i
mineralizacj¢ w symulowanym ptynie fizjologicznym. Stwierdzono, ze wszystkie trzy
testowane materiaty wykazaty wysoka bioaktywnos$¢, promowaty wzrost krysztatow HAP,
ktorych warstwa przylegata do krysztaldéw tworzacych si¢ na ceramice. Znaleziono réznice w
grubos$ci i porowatosci widkien, ktore zmieniaja wyglad tworzacej si¢ powtoki HAP.
Poczatkowo wldknista struktura byta rozpoznawalna po 14 dniach testu w SBF tylko dla
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grubszych wtokien z PCL/PEO (600nm). Tworzenie si¢ krysztaldw na powierzchni
nanowldkien daje w efekcie materiat o strukturze nasladujacej ECM, co powinno ufatwic
przyczepnos¢ 1 wzrost osteoblastow. Rezultaty badan opublikowano w zalaczonej do raportu

pracy [21].

4.4 Optymalizacja tworzenia rusztowan z nanowtdkien

Celem kolejnego zadania przy realizacji projektu bylo okreslenie zalezno$ci pomigdzy
parametrami procesu elektroprzgdzenia, struktura molekularng (stopien orientacji
molekularnej oraz krystaliczno$¢), a funkcjonalnoscia, jako rusztowan do hodowli
komoérkowej in vitro. Nacisk pracy potozono na wypracowanie metodyki oraz
przeprowadzenie mozliwie pelnej, iloSciowej analizy zewngtrznych cech struktury, takich jak
grubo$¢ czy porowato$¢, ale rowniez struktury wewngtrznej nanowtokien: stopnia orientacji
molekularnej oraz krystalicznosci. Znajomos$¢ orientacji molekularnej oraz budowy
krystaliczno-amorficznej w roéznych warunkach elektroprzedzenia pozwala na oceng
efektywnosci 1 prawidtowosci przebiegu procesu przgdzenia.

Elektroprzedzeniu poddawany byl roztwdr skladajacy si¢ z poli(kaprolaktonu) o
Mw=80.000 Da (Aldrich) oraz mieszaniny chloroformu i N.N-dimetyloforamidu lub
chloroformu 1 metanolu w réznych proporcjach. Stgzenie polimeru wynositlo od 7-14%.
Zastosowano potencjal 5 -10kV (Tabela 4-1). Kolektor zbiorczy byt oddalony o 15cm od
dyszy strzykawki. Wydatek roztworu wynosita 0,2ml/h (dla wybranych probek 0,3ml/h).

Tabela 4-1 Zestawienie badanych roztworow.

polimer roztwor stgzenie | napigcie [kV]
. chloroform/ o
1 PCL poli(kaprolakton) 7-14% 5-25
metanol
PCL
2 ) chloroform/ DMF | 7-10% 5-25
poli(kaprolakton)

Probki przygotowywano do badan z uzyciem:

e mikroskopu interferencyjno-polaryzacyjnego PolarBi PZO,
e mikroskopu optycznego Nikon,
e skaningowego mikroskopu elektronowego JSM-390LV,

e w rdznicowego kalorymetru skaningowego Pyris 1,

do hodowli komodrkowych in-vitro.

Probki do badan za pomoca mikroskopii przedzone byly bezposrednio na szkietka, w
kontrolowanym czasie 2 min. Do badan kalorymetrycznych wykorzystano maty prz¢dzone na
siateczk¢ miedziang w czasie 30min. Komorki hodowano na okraglych sterylizowanych
szkietkach nakrywkowych o $rednicy 15mm.

Tabela 4-2. przedstawia wyniki rozmiaru wtokien zmierzone w programie QCapture na
podstawie zdje¢ SEM. Podana wartos$¢ jest usrednieniem z18 pomiarow.
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Tabela 4-2. Zestawienie rozmiaru wlokien wybranych probek.

Oznaczenie probki Napiccie Rozmiar Odchylenie
[kV] [um] standardowe +

PCL7% CHCI3/CH30H 75/25 7,5 0,643 0,140
PCL7% CHCIl3/CH30H 75/25 8,5 0,739 0,409
PCL7% CHCI3/CH30H 75/25 10 1,183 0,416
PCL7% CHCI3/CH30H 75/25 15 0,784 0,387
PCL8% CHCI3/CH30H 75/25 7,5 0,388 0,157
PCL8% CHCIl3/CH30H 75/25 8,5 0,812 0,050
PCL8% CHCIl3/CH30H 75/25 10 0,561 0,139
PCL9% CHCIl3/CH3;0H 75/25 10 0,624 0,216
PCL9% CHCI3/CH30H 75/25 12,5 0,989 0,580
PCL9% CHCIl3/CH3;0OH 75/25 15 0,610 0,261
PCL7%, CHCI3/DMF 50/50 10 0,410 0,268
PCL7%, CHCI3/DMF 50/50 15 0,422 0,178
PCL7%, CHCI3/DMF 50/50 20 0,196 0,052
PCL10%, CHCl3/DMF 50/50 7,5 0,346 0,023
PCL10%, CHCIl3/DMF 50/50 10 0,353 0,133
PCL10%, CHCl3/DMF 50/50 15 0,250 0,021
PCLO0-7%, CHCl3/DMF 50/50 7,5 0,568 0,669
PCLO0-7%, CHCIl3/DMF 50/50 10 0,156 0,029
PCL14% CHCIs/DMF 75/25 7,5 0,621 0,135
PCL14% CHCIs/DMF 75/25 8,5 0,449 0,038

Sredni rozmiar wiékien jest bardzo zréznicowana, w zalezno$ci od stgzenia polimeru,
rozpuszczalnikdw oraz przytozonego napigcia; miesci si¢ w zakresie od 156nm do 1,183um.
Zroznicowanie w obregbie probki mozna zauwazy¢ na dlugos$ci wtokna, jak rowniez wiokien
wzgledem siebie.

Réznice budowy wiokien mozna okresli¢ na zdjeciach z SEM (Rys. 4-15).

Wiékna przedzone z roztworu CHCl;/DMF wykazuja wigksza zdolno$¢ do tworzenia
wydluzonych kropel na dtugosci wtokna, jednak sa znacznie ciensze od widkien prz¢dzonych
z roztworu CHCl;/CH;0H.

Wykresy 4-16 1 4-17 obrazuja zalezno$¢ rozmiaru widkien od stgzenia polimeru i
przytozonego napigcia.
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o

20kv [| X5,000 Sum

20kV  X5000 Gum 20kV  X5,000

PCL14%, CHCI3/DMF 75/25 7,5kV,0,3ml/h

20kV  X5,000 5um

PCL14%, CHCI3/DMF 75/25 8,5kV 0,2ml/h

Rys. 4-15 Zdjecia SEM poli(kaprolaktonu) w roznych rozpuszczalnikach
przy powiekszeniu 1000 i 5000x.
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Rys. 4-16 Zaleznos¢ rozmiaru wlokien od stezenia PCL i przytozonego napiecia dla probek
przedzonych z roztworu CHCl3;/CH3;0H 75:25.
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Rys. 4-17 Zaleznos¢ grubosci od stezenia PCL i przytozonego napiecia dla probek
przedzonych z roztworu CHCIl;/DMF 50:50.

Raport z wykonania projektu KBN nr N 508 031 31/1740 67



4 Hodowla kultur tkankowych

O PCL7% CHCL3/CH3CH; 75/25
181 W PCL8% CHCL3/CH30H; 75/25
16 1 O PCL9% CHCL3/CH_30H: 75/25
14
=12
: i T
o 1.0 m
w
S08 T
>
506 1
0,4 -
0,2
0,0 - : ‘ ‘
75 8,5 10 12,5 15
napiecie [kV]

Rys. 4-18 Zaleznos¢ sredniego rozmiaru witokien PCL z roztworu CHCIl3/CH3;0H przy
stezeniach 7-9%.
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Rys. 4-19 Zaleznos¢ sredniego rozmiaru wtokien PCL z roztworu CHCIl3/DMF
przy stezeniach 7-10%.
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Rys. 4-20 Procedura pomiaru dwojtomnosci na przyktadzie wtokna
PCL7%, CHCI3/DMF': 50/50.
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Rysunek 4-20 pokazuje przyktadowy obraz z mikroskopu interferencyjno polaryzacyjnego
w polu prazkowym oraz procedurg pomiaru dwojtomnosci.

Z wykorzystaniem mikroskopu interferencyjno-polaryzacyjnego zmierzono S$rednie
dwdjtomnosci wytworzonych widkien (Tabela 4-3).

Tabela 4-3 Zestawienie dwojtomnosci widkien otrzymanych metoda elektroprzedzenia.

Wiodkna An
PCL7%, CHCl;/DMF 50/50_10kV 0,046
PCL7%, CHCl;/DMF 50/50 _20kV 0,024
PCL10%, CHCl;/DMF 50/50_15kV 0,124
PCL10%, CHCl;/DMF 50/50_7,5kV 0,069
PCL8% CHCI;/CH;0H 75/25_7,5kV 0,079
PCLO0-7%, CHCI;/DMF 50/50 7,5kV 0,055
PCL9% CHCI;/CH;0H 75/25 10kV 0,072
PCL7% CHCI;/CH;0H 75/25 15kV 0,074
PCL7% CHCI;/CH;0H 75/25_12,5kV 0,072
PCL7% CHCI;/CH;0H 75/25_10kV 0,071
PCL7% CHCI;/CH;0H 75/25_8,5kV 0,057
PCL8% CHCI;/CH;0H 75/25_8,5kV 0,084
PCL14% CHCI;/DMF 75/25_8,5kV 0,062

Przy pomocy DSC okreslano temperaturg topnienia prz¢dzonych probek (Tabela 4-4).
Tabela 4-4 Wyniki badan temperatury topnienia wlokien.

PCL7% CHCIy/CH;0H 75/25_7,5kV 58,8
PCL8% CHCI;/CH;0H 75/25_7,5kV 58,8
PCL9% CHCIy/CH;0H 75/25_7,5kV 61,1
PCL14% CHCIy/DMF 75/25_5kV 58,3
PCL14% CHCIs/DMF 75/25 7,5kV 58,0
PCL14% CHCIs/DMF 75/25 12kV 58,2
PCL14% CHCIs/DMF 75/25 15kV 58,2
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Rys. 4-21 Przeplyw ciepta w funkcji temperatury dla probki 14% PCL CHCIl3/DMF 75/25.

Rysunek 4-21 obrazuje przebieg topnienia dla probki 14%PCL CHCIl;/DMF 75/25.

Na wybranej grupie wtokien przeprowadzono hodowle hepatocytow (komorek watroby)
(Rys. 4-22).

100 um TM-1000_2480 L x1,2k 50 um

TM-1000_2479 L x600

Rys. 4-22 Hodowla hepatocytow na podtozu PCL14% CHCIl3y/DMF 75/25

4.5 Proba hodowli komorek na rusztowaniach z
nanowiokien

Przebadano dwa rodzaje rusztowan z nanowldkien — wykonane @z
poli(hydroksymaslanu), PHB oraz z poli(kaprolaktonu), PCL i poli(tlenku etylenu), PEO. Na
kazdym z podtozy zatozono hodowle astrocytéw — duzych, o licznych wypustkach i
posiadajacych zdolnos¢ do fagocytozy komorek petniacych migdzy innymi funkcje odzywcze
i ochronne w stosunku do neuron6w. Badania hodowli nie zakonczyty si¢ powodzeniem.

Powadzenie hodowli komorkowych wymaga sterylnych warunkow 1 specyficznego
sprzetu. Dlatego tez takie pomieszczenia powinny posiadac przestrzen pracy jatowej, ktora
zapewniaja komory laminarne ze sterylnym przeplywem powietrza. Komoérki sa bardzo
podatne na zmiany Srodowiska zewngtrznego stad w celu zapienienia stabilnych warunkow
komoérkom, hodowle prowadzi si¢ w inkubatorach z CO,. Pozwalaja one na kontroleg i
stabilizacje ste¢zenia CO,, temperatury i wilgotnosci powietrza. Aby nie zaktoci¢ delikatnej
réwnowagi komorek, woda wchodzaca w sktad pozywek czy tez buforow wykorzystywanych
w hodowlach komorkowych musi odznaczaé si¢ szczeg6lnie wysokim stopniem czystosci
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(oporno$¢ 18 m€2, TOC (catkowity wegiel organiczny) < 10ppb, brak czastek > 0,22 pm). W
zwiazku z powyzszym wszelkie eksperymenty przeprowadzono w przystosowanych do
hodowli komoérkowych pomieszczeniach Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN.

Wigkszo$¢ hodowanych komorek dla prawidlowego rozwoju wymaga przyczepienia sig¢
(zakotwiczenia) do podtoza. Obecnie hodowle prowadzi si¢ w plastikowych, glownie
polistyrenowych, naczyniach (szalkach Petriego lub w specjalnych butelkach do hodowli
komorkowych). Polistyren jest hydrofobowy, co uniemozliwia adhezj¢ komoérek do podioza.
W zwiazku z tym musi by¢ on poddawany dalszej obrébce. Zwykle polistyren jest albo
naswietlany promieniami gamma albo poddawany dziataniu r6znych zwiazkow chemicznych
czy tez pokrywa si¢ go biatkami wchodzacymi w sktad macierzy zewnatrzkomorkowej np.
kolagenem, fibronektyna czy lamina. Dodatkowo hodowle prowadzone w tego typu
naczyniach sa zwykle dwuwymiarowe. Takie komorki wykazuja zmiany w przebiegu wzrostu
komorki, w metabolizm czy ekspresji gendw w stosunku do tego samego typu komorek in
vivo. Wynika to z faktu, ze w organizmie komorki przyczepione sa do licznych powierzchni i
wspomagane przez inne komorki, struktury czy tez biatka. Tak, wigc normalnym otoczeniem
komorki jest ztozona sie¢ matych wilokien, przerw 1 poréw wypetionych ptynem
zawierajacym tlen, hormony, rozpuszczone biatka oraz skiadniki odzywcze. Calo$¢ tworzy
bardzo skomplikowane trojwymiarowe §rodowisko. Wytworzenie trojwymiarowego podtoza
o specyficznych wilasciwosciach bylo gtéwnym celem naszych badan. Pierwszym etapem
badan bylo dobranie takiego sktadu nanowtdkien by tworzyly ono podloze nietoksyczne,
adhezyjne i w pewnych ukladach diagnostyczne. W tym celu szklane szalki Petriego zostaty
pokryte, metoda elektroprzedzenia, nietoksycznymi  nanowidknami z  poli(3-
hydroksymaslanu) (PHB) zawierajacymi barwnik fluorescencyjny Rodaming B. Wtokna
poli(3-hydroksymaslanu) odpowiadaja  wielkoscia wltdknom bialkowym macierzy
zewnatrzkomorkowej 1 powinny zwigkszy¢ adhezyjno$¢ powierzchni szalki. Natomiast
Rodamina B jest barwnikiem fluorescencyjnym o stabym fotowybielaniu, fatwym w detekcji
(maksimum emisji przy 610nm) i zdolnym do wnikania do wnetrza komorek (1). Przy
pomocy rodaminy B chciano wykaza¢, ze nanowldkna sa doskonatym nosnikiem sond
fluorescencyjnych (diagnostyka stanu komorki) i potencjalnym no$nikiem substancji
odzywczych. Drugim typem przebadanych podiéz byly roznej gestosci podloza z
nietoksycznych  nanowtokien skladajacych si¢ z mieszanki polimerow PCL
(poli(kaprolaktonu)) i PEO (poli(tlenku etylenu)) w stosunku 50% do 50% oraz 2%
Rodaminy B. Kontrola eksperymentu byta czysta szalka Petriego.

Astrocyty do hodowli pozyskano z dwudniowych oseskéw szczurzych. Zawiesing
komorek otrzymana z wypreparowanego méozgu oseskow wysiano w pozywce hodowlanej
zawierajacej 10-20 % surowicy. Po 3 dniach hodowlg¢ podano wytrzasaniu w temperaturze
37°C przez okoto 12 godzin, co pozwolilo na usunigcie z hodowli komoérek nerwowych i
mikrogleju. Nastgpnie po wymianie pozywki hodowlg prowadzono przez kolejne 3 dni. Po
tym czasie astrocyty przeniesiono do wczesniej przygotowanych szalek Petriego z podtozem
z nanowlokien. Badane podioza ulegly oderwaniu od powierzchni szalek pod wplywem
pozywki hodowlanej. Oderwanie spowodowalo $mieré¢ astrocytow pozbawionych
zakotwiczenia do powierzchni [73].
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4.6 Hodowla ludzkich komorek na rusztowaniach z
elektroprzedzonego PLLA

Celem kolejnych prac badawczych bylo otrzymanie komorek ludzkich na rusztowaniu z
nanowldkien z elektroprzedzonego poli(L-laktydy), PLLA. We wszystkich eksperymentach
udato si¢ wyhodowa¢ zywe komorki.

Rusztowania tkankowe =z elektroprzegdzonego PLLA o wymiarach Ilcmxlcm
przygotowywano wedtug [48]: 4,00 g poli(L-laktydu), (PLLA, Biomer® L900, Mw=200kDa;
Biomer) rozpuszczono w 25 ml (37,25g) chloroformu 1 2,5 ml (2,375g) dimetyloformamidu
(DMF). Tak uzyskany roztwor elektroprzedzono w standardowych warunkach, odlegto$¢
igla-kolektor — 20 cm, napigcie 16kV, wydatek roztworu — 500ul/h. Jako target zastosowano
foli¢ Al z przykryta folia z poliweglanu. W folii wycigto okienko 1cmx1lcm. Zadaniem folii z
poliwegglanu bylo ogniskowanie witokien na folii aluminiowej. Widkna zbierano przez 2
minuty, a nast¢pnie wycinano skalpelem z folii. Rusztowania byly sterylizowane tlenkiem
etylenu, a nastgpnie umieszczone w studzienkach 24-studzienkowej plytce zawierajacej
medium do proliferacji komorek zawierajacym uktad penicylina/streptomycyna (Invitrogen,
Nr. Kat. 15140122). Ludzkie mezenchymalne komorki macierzyste (ze szpiku kostnego)
zawieszono w medium ggsto$¢ 2 x 106 komoérek/ml. 100 pl zawiesiny komorek macierzystych
zakroplono na powierzchni¢ kazdego rusztowania z PLLA i inkubowano w atmosferze
5%CO; i temperaturze 37C.

Po dwoch tygodniach komodrki wybarwiono fluorescencyjnym barwnikiem Hoechsta
33258 (wybarwia DNA zywych komorek), a nast¢gpnie obserwowano w mikroskopii
optycznej 1 fluorescencyjnej. Stwierdzono, zZe rusztowanie z PLLA zostalo zasiedlone
komorkami. Zywe komoérki mezenchymalne zasiedlaja rusztowanie (Rys. 4-23, martwe
ptywalyby w pozywce), wybarwianie potwierdzilo obecno$¢ zywych komorek na
powierzchni rusztowania.

Rys. 4-23 Siatka z nanowtokien PLLA zasiedlonych przez ludzkie mezenchymalne komorki
macierzyste. Obraz z mikroskopii optycznej i fluorescencyjnej. W obrazie fluorescencyjnym
widoczne sq wybarwione barwnikiem Hoechsta 33258 zywe komorki zasiedlajqce rusztowanie.
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4.7 Hodowla ludzkich komoérek na optymalizowanych
rusztowaniach z nanowldékien

Kontynuacja prac badawczych nad otrzymaniem komorek ludzkich na rusztowaniu z
nanowlokien z elektroprzedzonego poli(L-laktydy), PLLA, polegala na probie optymalizacji
procesu z doborem napigcia uzytego do elektroprzedzenia. Réznice cech otrzymanych mat
przy réznych napigciach objawialy si¢ rozna liczba wyhodowanych komorek zasiedlajacych
rusztowania.

10kV 15kV 20kV

Rys. 4-24 Komorki ludzkie zrebu pepowiny (UCSC — macierzyste) wyhodowane na
rusztowaniu z elektroprzedzonego PLLA przy napieciach 10, 151 20 kV. Wybarwienie
oranzem akrydyny. Barwa zielona — komorki Zywe, barwa pomaranczowa — martwe.

Rusztowania wykonano z PLLA na podstawie prac [64, 48]. W celu wykonania wtokien
2g poli(L-laktydu) rozpuszczono w mieszaninie 12.5 cm® (18,7g) chloroformu CHCl; i 2,5
cm’ (2,4 g) N,N-dimetyloformamidu (DMF). Rusztowania przedzono w standardowych
warunkach przy wydatku 0,8 ml/h, dla odleglosci dysza-target 15cm. Utworzono 3
rusztowania — przy potencjatach 10, 15 1 20 kV, roznity si¢ regularno$cia wiokien, najlepsze
byly dla 15 kV. Sporzadzono 3 siatki z PLLA dla czaséw tworzenia odpowiednio 3, 101 5
minut. Mata dla 15 minut byla najréwniej pokryta, dla 20 kV byla zbyt skupiona, miata
wyraznie nieréwna grubos¢, dla 10kV byta nieskupiona i za cienka.

Probki wybarwiane byly z uzyciem oranzu akrydyny. Komorki zabarwione na zielono
sa zywe, komoérki z pomaranczowym jadrem komorkowym sa martwe. Uzyte komorki:
UCSC (umbilical cord stroma cells, komorki zrgbu pepowiny), rodzaj komorek macierzystych
(progenitorowych). Maja ekspresje wielu wczesnych biatek. Daja si¢ roznicowaé w rozne
linie komorek pochodzenia mezenchymalnego. Jednak niektorzy badacze uwazaja, ze sa to po
prostu miofibroblasty.

Komoérki dobrze rosty na membranie uzyskanej dla 15 kV, stabiej dla 20 kV, prawie nie
rosty na 10kV.

Na przedstawionych wyzej fotografiach widoczne sa kolonie ludzkich komorek
zasiedlajacych rusztowania z nanowlokien. Najlepsze wyniki uzyskano dla maty
wyprodukowanej przy napigciu 15kV.

4.8 Elektroprzedzenie komoérek

Po udanych eksperymentach z hodowla komoérek podjeto dalsze badania, ktére mozna
okresli¢ jako elektroprzedzenie komorek. Pod ta nazwa rozumiane jest proces tworzenia maty
z nanowlokien, gdzie materiatem do ich produkcji byta emulsja zawierajaca zywe komorki.
Proces tworzenia mat ogolnie polegal na juz wcze$niej opisanej technologii.
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Elektroprzedzenie emulsji z zywymi komorkami jest pierwsza tego typu proba, wczedniej
niestosowana przez inne o$rodki badawcze. Przeprowadzone badania sktadaty si¢ z
nastgpujacych etapow:

e uzyskanie stabilnej odwroconej emulsji, zamknigcie mikrokapsutek w odwrdoconej emulsji
oraz jej elektrprzgdzenie;

e zamykanie komoérek drozdzy w emulsji, jako model badan komorkowych, testy
zywotno$ci z zastosowaniem barwnikéw  fluorescencyjnych, elektroprzedzenie
otrzymanej emulsji, testy Zywotnos$ci drozdzy w mikrokapsutkach;

e otrzymanie emulsji zawierajacej erytrocyty, znalezienie wlasciwego antykoagulanta i jego
stezenie w fazie wodnej, testy integralnosci na podstawie obserwacji mikroskopowych;

e zamknigcie czastek fluorescencyjnych wewnatrz mikrokapsutek i elektroprzgdzenie;

e zamykanie komorek ludzkich w emulsji, elektroprzedzenie emulsji 1 testy zywotnosci
komorek.

Celem pracy bylo zbadanie mozliwosci tworzenia “pseudo-tkanek” — zywych komoérek
ludzkich zorganizowanych wewnatrz biodegradowalnego rusztowania tkankowego.
Dotychczas stosowana metode wspc’ﬁosiowa[1 zastapiono nowa metoda, w ktérej wodny
roztwor komorek tworzy fazg rozproszona emulsji, za§ roztwdr biodegradowalnego polimeru
w rozpuszczalniku organicznym tworzy fazg ciagla. Uklad taki nosi nazwg “odwrdconej
emulsji” (typowa emulsja zawiera krople oleju zawieszone w fazie wodnej).

4.8.1 Optymalizacja sposobu otrzymywania emulsji

Elektroprzedzenie odwroconej emulsji umozliwia uzyskanie mikrokapsulek fazy
wodnej potaczonych nanowtoknami, ktére tworza zorganizowana strukturg. Wewnatrz
kapsutek umieszczono drozdze piekarnicze (Sacharomyces cervisiae, budding yeast), jako
model jednokomodrkowego organizmu eukariotycznego, jako modelowa komorke ludzka
zastosowano czerwone krwinki — erytrocyty.

Celem badan bylo utworzenie odwroconej emulsji (woda w oleju), ktora bylaby
jednoczesnie stabilna (odporno$¢ na koalescencj¢) jak réwniez nie wykazywala szybkiej
separacji faz (wyptywanie na powierzchni¢ mikropgcherzykéw fazy wodnej spowodowane
roéznica gestosci) w stopniu wystarczajacym do elektroprzedzenia otrzymanej emulsji. Metode
otrzymywania odwroconej emulsji zaczerpnigto z pracy Qi [85]. Zaproponowano dwie rdzne
metodologie:

1. Zastosowanie homogenizatora/emulsyfikatora topatkowego. Uzyto 150 mg
(0.52mmol) dodecylosiarczanu sodowego (SDS, POCh), jako surfaktanta, ktérego dodatek
zmniejsza napigcie powierzchniowe zawieszono w 25 ml (33 g) CH»Cly; dodano 3g 2%
wodnego roztworu alginianu sodowego (Fluka). Mieszaning homogenizowano z predkoscia
8.000 obr./min przez 10 min. Nie otrzymano emulsji. W nastgpnej probie wzi¢to nowa porcj¢
25 ml (33g) CH,Cl,, 3.0 g 2% wodnego roztworu alginianu sodowego i 200 mg SDS

! Metoda wspotosiowa (coaxial electrospinning): elektroprzedzenie w ukladzie ,,rura w rurze”: roztwor
polimeru tworzacego otoczke wiokna jest podawany kapilara zewngtrzna, podczas, gdy roztwor tworzacy rdzen
wtokna jest podawany kapilara wewngtrzna.
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(0.69mmol) i homogenizowano 3 razy po 10 min z predkoscia 10.000 obr/min. Pomimo
znacznie dluzszego czasu homogenizacji nadal nie otrzymano odwrdconej emulsji,
zauwazono raczej tworzenie emulsji oleju w wodzie.

2. Kolejne emulsje sporzadzano z zastosowaniem homogenizacji ultradzwigkami. We
wszystkich dalszych eksperymentach jako faz¢ ciagla (organiczna) zastosowano roztwoér
zawierajacy 250mg (0.22mmol) seskwioleinianu sorbitanu (sesquioleate sorbitan, Aldrich)
jako surfaktanta, 515mg kopolimeru akrylanu z akrylanem etanoloaminy (Eudragit RSPO,
Rohm) jako stabilizatora emulsji i 1250mg poli(kwasu L-mlekowego) (PLLA, Biomer L900,
Mw=200kDa; Biomer), ktéorego funkcja bylo utworzenia biodegradowalnego rusztowania
komorkowego, rozpuszczone w 19 ml (25g) chlorku metylenu CH,Cl,

Faza rozproszona (wodna) w dalszych eksperymentach utworzona byla z 1% wodnego
roztworu alginianu sodowego. Obie fazy wymieszano w proporcji wagowej: 5:1 (faza
organiczna: faza wodna) i homogenizowano z zastosowaniem tazni ultradzwigkowej przez
10-15 min.

Uzyskano emulsj¢ zanikajaca stopniowo wskutek koalescencji. Pomimo to uzyskana
emulsje wykorzystano do elektroprzedzenia, jednakze wskutek duzej réznicy gestosci faz
organicznej (chlorek metylenu o gestosci 1,33 g/em’) i wodnej (okoto 1 g/em’) emulsja
ulegala separacji podczas procesu, co prowadzito do czestego zatykania dyszy. Problemowi
temu sprobowano przeciwdziata¢ dodajac do fazy organicznej rozpuszczalnika o mniejszej
gestosci. Zastosowanie 50%:50% wag. mieszaniny octanu etylu (o gestosci 0.897 g/em’) z
chlorkiem metylenu powinno zblizy¢ gesto$¢ fazy organicznej do fazy wodnej. W ukladzie
takim nie doszto do catkowitego rozpuszczenia sktadnikéw fazy organicznej, nawet podczas
mieszania przez 2 dni. Dla sprawdzenia, czy kolejno$§¢ dodawania sktadnikéw nie odgrywa
roli w procesie przeprowadzono eksperyment, w ktérym sktadniki najpierw rozpuszczono w
chlorku metylenu, a nastgpnie stopniowo dodawano octan etylu. Podczas dodawania drugiego
rozpuszczalnika PLLA stopniowo wytracat si¢ z roztworu. W kolejnej probie zastosowano
mniejszy, 15% dodatek octanu etylu. Taka zawarto$¢ nie powodowala jeszcze wytracania
polimeru 1 dalsze doswiadczenia wykonywano z zastosowaniem mieszaniny
rozpuszczalnikow chlorek metylenu: octan etylu w proporcji 85%:15% wagowo.

Sugerujac si¢ praca Qi podjeto probe zamykania powierzchniowego mikrokapsutek
przez powierzchniowe usieciowanie jonami Ca** z zastosowaniem 5% roztworu chlorku
wapnia (proporcja wagowa alginianu sodu do CaCl, 3:1). Stwierdzono, ze powierzchniowe
usieciowanie mikropgcherzykow wysoce destabilizuje emulsje 1 wywoluje szybkie
utworzenie gornej fazy przez mikrokapsutki. W dalszych pracach zrezygnowano z tej
koncepcji.

Rezultatem tej czgsci badan byla optymalizacja sktadu faz organicznej i wodnej oraz
metody otrzymywania odwrdconej emulsji oraz jej elektroprzedzenie.

4.8.2 Elektroprzedzenie komorek drozdzy

Badania nad mozliwoscia elektroprzedzenia drozdzy wymagaty w szczegdlnosci:
e okre$lenia warunkow tworzenia emulsji z komérkami,
e optymalizacji wybarwiania fluorescencyjnego, umozliwiajacego rozrdznienia zywych i
martwych komorek i ostatecznie
e przeprowadzenia testow z elektroprzedzeniem.
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Warunki tworzenia emulsji z komoéorkami drozdzy

Pierwszym etapem etapem elektroprzedzenia drozdzy bylo znalezienie warunkow
tworzenia emulsji 1 jej elektroprzedzenia, ktére umozliwityby uzyskanie zawierajacych
komorki drozdzy mikrokapsutek zawieszonych na biodegradowalnych nanomikrowtoknach.

Pierwszym etapem badan bylo znalezienia optymalnych warunkéw tworzenia
odwroconej emulsji zawierajacej komorki drozdzy. W typowym eksperymencie z 200 mg 1%
roztworu alginianu sodowego i 40mg drozdzy piekarniczych uzyskiwano zawiesing (Rys. 4-25),
ktéra po dodaniu fazy organicznej emulsyfikowano z zastosowaniem tazni ultradzwigkowe;.
Zbadano, jaki jest wystarczajaco krotki czas mieszania dla utworzenia dobrej jako$ciowo
emulsji. Stwierdzono, ze nawet w czasie do 5 min. komorki drozdzy pozostawaty integralne.
Mikroskopowe obserwacje emulsji utworzonych w réoznym czasie pozwolily stwierdzi¢, ze
czas 2 minut jest wystarczajacy do utworzenia odpowiedniej jakosciowo emulsji. Otrzymano
emulsje¢ zawierajaca rozne ilosci komorek drozdzy wewnatrz pecherzykow fazy wodnej (Rys.
4-26 1 4-27). Na zdjeciach mozna wyrdzni¢ poszczegdlne komorki drozdzy, ktorych rdzne
ilosci zajmuja pgcherzyki fazy wodnej, w zaleznos$ci od wielkosci tych pgcherzykow. Dalsze
eksperymenty prowadzono z zastosowaniem 2 minutowego czasu mieszania
ultradzwigkowego.

Rys. 4-25 Komorki drozdzy zawieszone w
1% wodnym roztworze alginianu
sodowego. Widoczne komorki drozdzy.
Powiekszenie 20x. Zastosowano kontrast

fazowy.

Rys. 4-26 Komorki drozdzy zamkniete w
mikropecherzykach fazy wodnej w
odwroconej emulsji po 2 minutach

mieszania ultradzwiekowego. Wyroznié

mozna poszczegolne komorki drozdzy
zamkniete w mikropecherzykach.

Powiekszenie 20x. Zastosowano kontrast

fazowy.
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Rys. 4-27 Powiekszenie
mikropecherzykow. Komorki drozdzy
zamkniete w mikropecherzykach fazy

wodnej w odwroconej emulsji po 2
minutach mieszania ultradzwiekowego.
Widoczne rozne ilosci komorek drozdzy

zamknietych w mikropecherzykach.
Powiekszenie 100x.

Uzyskana emulsj¢ poddano  procesowi elektroprzedzenia ~w  warunkach
zoptymalizowanych dla roztworéw polimeréw w rozpuszczalnikach niewodnych: odlegtos¢
dysza-target 15cm, wydatek roztworu okoto 0.2 ml/h, napigcie 10-30 kV. Przy napieciu 15kV
uzyskano nano-mikrowldkna z wbudowanymi mikrokapsutkami. Wrzecionowaty ksztalt
mikrokapsutek $wiadczy o tym, Ze byly one wyciagane podczas tworzenia wtokien. Tak jak
emulsja, z ktorej zostaly utworzone mikrokapsutki zamykaty wewnatrz r6zna ilo$¢ komorek
drozdzy (Rys. 4-28 1 4-29).

Rys. 4-28 Przyktad komorek drozdzy
zamknietych w mikrokapsulce. Materiat
otrzymany przez elektroprzedzenie
odwrdconej emulsji po 2 minutach
mieszania ultradzwiekowego. Warunki
elektroprzedzenia odlegtos¢ dysza-target
15¢m, wydatek roztworu okoto 0.2 ml/h,
napiecie 15kV, napiecie 15 kV. Widoczne
poszczegolne komorki drozdzy w
rozciqgnietej, wrzecionowatej
mikrokapsutce. Powiekszenie 20x.
Zastosowano kontrast fazowy.

Rys. 4-29 Powiekszenie mikrokapsutki
zawierajqcej komorki drozdzy. Material
otrzymany przez elektroprzedzenie
odwrdconej emulsji po 2 minutach
mieszania ultradzwiekowego. Warunki
elektroprzedzenia odlegtos¢ dysza-target
15¢m, wydatek roztworu okoto 0.2 ml/h,
napiecie 15kV, napiecie 15 kV. Widoczne
poszczegolne komorki drozdzy w
rozciqgnietej, wrzecionowatej
mikrokapsutce. Powiekszenie 100x.

Wynikiem tej czg$ci badan bylo utworzenie zawierajacych komorki drozdzy
mikrokapsutek zawieszonych na biodegradowalnych nanomikrowtdknach.
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Optymalizacja wybarwiania fluorescencyjnego komoérek

drozdzy

Celem badan bylo zastosowanie techniki wybarwiania fluorescencyjnego komorek
drozdzy uwigzionych wewnatrz mikrokapsutek do stwierdzenia ich aktywnosci
zyciowej/enzymatycznej z zastosowaniem dioctanu fluoresceiny (FDA). Testy wykonywano
najpierw dla zawiesiny drozdzy w fazie wodnej, pdzniej badano przezywalno$¢ komorek
drozdzy potraktowanych ultradzwigkami, nastgpnie dla odwroconej emulsji zawierajacej
komorki drozdzy w kropelkach fazy wodnej, i na koniec dla drozdzy uwigzionych w
mikrokapsutkach na wtoknach uzyskanych przez elektroprzedzenie odwrdoconej emulsji.

Fluorescencj¢ wybarwionych komorek obserwowano z uzyciem mikroskopu epi-
fluorescencyjnego (Nikon, Eclipse E-501) zaopatrzonego w kamerg¢ wysokiej rozdzielczosci
CCD (Bassler, A102f), albo ultraszybka kamer¢ (pco.1200hs, PCO Imaging),
wysokocisnieniowa lampe rteciowa (Nikon, LHM 100C1), oraz filtry fluorescencyjne QDot
(ex. 320-460nm, em. 550-570nm) — do obserwacji fluoresceiny w tescie z uzyciem FDA.

Utworzona emulsj¢ zawierajaca mikrokapsutki z komérkami drozdzy inkubowano z
wodnga zawiesing FDA dla stwierdzenia aktywno$ci metabolicznej komorek [94, 127].
Dioctan fluoresceiny (FDA) dyfunduje do wngtrza zywych metabolizujacych komorek, w
ktérych pod dziataniem enzymow hydrolitycznych, gldwnie esteraz tworzy si¢ fluoresceina.
Pojawienie si¢ tego barwnika w komorkach obserwowanych z zastosowaniem mikroskopu
fluorescencyjnego oznacza obecnos$¢ komorek o aktywnym metabolizmie.

Roztwor podstawowy FDA przygotowano przez rozpuszczenie 5 mg FDA w 670 mg
(1.0 ml) acetonu. Roztwor do fluorescencyjnego wybarwiania komorek przygotowano przez
dodanie 50mg (60ul) roztworu podstawowego w acetonie do 950 mg wody. Swiezo
przygotowany roztwor wodny (0.37 mg FDA/ml H,O) uzywano do okreslenia aktywno$ci
metabolicznej komorek. Roztwory przechowywano w ciemnosci.

W poczatkowych testach zawiesing komorek drozdzy (4,4mg w 194 pl wody)
inkubowano z zawiesing FDA (0.074 mg w 195 ul H,O) przez 120 min (Rys. 4-30) dla
okreslenia aktywnos$ci metabolicznej. W nastgpnym eksperymencie stwierdzono aktywno$¢
metaboliczng drozdzy potraktowanych przez 5 min ultradzwigkami, a nast¢pnie
wybarwianych zawiesing FDA przez 30 min (Rys. 4-31).

Stwierdzono, ze odwrdcona emulsja zawierajaca komorki drozdzy zamknigte w
mikrokapsutkach pozostawiona na noc z roztworem FDA wykazata jedynie $ladowa
aktywno$¢ metaboliczna, prawdopodobnie wskutek toksycznosci komorkowej gléwnego
sktadnika emulsji — chlorku metylenu. Aby temu zapobiec zmodyfikowano procedurg, tak,
aby maksymalnie skroci¢ czas kontaktu komorek z lipofilowym uktadem rozpuszczalnikow.
Poniewaz czas kontaktu mogt by¢ krytyczny dla uniknigcia zniszczenia bton biologicznych w
komorkach wszystkie czynnosci od etapu zmieszania zawiesiny komorek z organiczna
poprzez mieszanie ultradzwigkowe sktadnikéw emulsji az do rozpoczgcia elektroprzedzenia
prowadzono w czasie nie dtuzszym niz 20 minut.
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Whioski: pomimo bardzo dobrej przezywalnosci komoérek w fazie wodnej stwierdzono
konieczno$¢ zminimalizowania kontaktu komorek z odwrdcona emulsja w zwiazku z jej
toksycznoscia  oraz  mozliwo$§¢  otrzymania  mikrokapsutek = zawieszonych ~w
nanomikrowldknach zawierajcych zywe komorki drozdzy.

Podjeto takze probg optymalizacji wybarwiania fluorescencyjnego komoérek drozdzy z
zastosowaniem dioctanu fluoresceiny (FDA) i1 jodku propydyny (PI). Testy przeprowadzono
na komodrkach w zawiesinie i uwigzionych w mikrokapsutkach w nanowtdknach. Badania
przeprowadzono w celu jednoczesnego oznaczenia komorek zywych i martwych w
mikrokapsutkach oraz ich proporcji. Do badan uzyto najpierw u$mierconych komorek
drozdzy (kalibracja metody), zawiesiny zywych komorek drozdzy a nastepnie komoérek
drozdzy uwigzionych w mikrokapsutkach w nanomikrowtoknach.

Testy wybarwiania fluorescencyjnego komorek drozdzy przeprowadzono =z
jednoczesnym zastosowaniem barwnika do komoérek zywych dioctanu fluoresceiny (FDA) i
martwych jodku propydyny(PI), stosowanych powszechnie do badan zywotnos$ci komorek
[121, 76, 83, 112]. Jodek propydyny (PI) nie przenika przez btony komorkowe zywych
komorek, za§ po przeniknigciu do komdrek martwych tworzy kompleksy z DNA, co
wywoluje 20-30 krotne wzmocnienie fluorescencji. Reakcje ta wykorzystuje si¢ do
selektywnego wybarwiania komorek martwych (nekrotycznych — $mier¢ komoérkowa
indukowana zewngtrznie lub apoptotycznych -§mier¢ komorki z przyczyn wewngtrznych).

Tabela 4-5. Optymalizacja parametrow wybarwiania Zywych i martwych komorek. Czas
inkubacji 66 godzin lub 5 dni.

) ... | Zawiesina drozdzy Roztwor FDA  Roztwor PI
probka drozdzy ul ul ul
martwe 50 25 25
martwe 50 50 50
martwe 50 100 100
Zywe 50 25 25
zZywe 50 50 50
Zywe 50 100 100

Fluorescencje wybarwionych komorek obserwowano w zestawie indentycznym, jak w
pierwszej czg$ci badan. Testy wybarwiania z zastosowaniem jodku propydyny (PI)
wykonywano z uzyciem filtréw fluorescencyjnych TRITC (ex. 540/25nm, em. 605/55nm).

Dla skalibrowania metody z uzyciem jodku propydyny (PI) przeprowadzono testy
wybarwiania komoérek martwych. Komorki drozdzy u$miercono przez umieszczenie ich
probki w naczyniu z wrzaca woda i pozostawieniu do wystygnigcia (okoto 30 min) Roztwor
PI (0.02mg/ml) sporzadzono przez rozpuszczenie 10 pl roztworu podstawowego PI (2 mg/ml)
w 990ul wody dejonizowanej. Roztwor FDA (0.0012 mg/ml) przygotowano przez
rozpuszczenie 20ul roztworu podstawowego FDA (5 mg FDA w 670 mg (1.0 ml) acetonu) w
4.20 ml wody dejonizowane;j.
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Rys. 4-30 Komorki drozdzy inkubowane
przez 120 min z dioctanem fluoresceiny
(FDA) dla stwierdzenia aktywnosci
zyciowej/metabolicznej. Jasnosc
fluorescencji jest proporcjonalna do
aktywnosci metabolicznej. Widoczne
aglomeraty komorek drozdzy.
Fluorescencja obserwowana z uzyciem
zestawu filtrow QDot (ex. 320-460 nm,
em. 550-570nm). Powiekszenie 20x.

Rys. 4-31 Powiekszenie aglomeratow
komorek drozdzy mieszanych
ultradzwiekowo przez 5 min, a nastepnie
inkubowane przez 30 min z dioctanem
fluoresceiny (FDA) dla stwierdzenia
aktywnosci metabolicznej. Jasnosé
fluorescencji jest proporcjonalna do
aktywnosci metabolicznej. Fluorescencja
obserwowana z uzyciem zestawu filtrow
ODot (ex. 320-460 nm, em. 550-570nm).
Powiekszenie 100x.

Rys. 4-32 Probka usmiercanych komorek
drozdzy wybarwiona jodkiem propydyny
(Pl). Fluorescencja praktycznie
wszystkich komorek potwierdza
poprawnos¢ zastosowanej metody
wybarwienia. Widoczna jest fluorescencja
kompleksu PI-DNA w jqdrze komorkowym
martwych komorek. Powiekszenie 50x. 66
godzin inkubacji.
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Rys. 4-33 Probka zywych komorek
drozdzy inkubowanych 66 godzin z
dioctanem fluoresceiny (FDA) dla
stwierdzenia ich aktywnosci
metabolicznej. Widoczna fluorescencja
niektorych komorek w konglomeracie
pokazuje ich aktywnosé
metabolicznq. Powigkszenie 50x. 66 godzin
inkubacji.

Rys. 4-34 Probka zywych komorek
drozdzy wybarwionych jodkiem propydyny
(Pl). Widoczna w niektorych komorkach w

konglomeracie fluorescencja kompleksu
PI-DNA. Pokazuje ona Smierc niektorych
komorek. Powigkszenie 50x. 66 godzin
inkubacji z PL

Rys. 4-35 Komorki drozdzy wewnqtrz
okragtych mikrokapsutek zawieszonych na
nanowtoknach. Powiekszenie 20x.
Obserwacja w swietle widzialnym.
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LSRG
= ) Rys. 4-36 Komorki drozdzy wewnqtrz
f"‘;.; A5 mikrokapsutek zawieszonych na
: ! nanowtoknach inkubowane 21 godzin z
y jodkiem propydyny (PI) Widoczne

zgrupowania martwych komorek.
Fluorescencja wywotana powstaniem
kompleksu PI-DNA charakterystyczna dla
komorek martwych. Powiekszenie 20x.
Obserwacja fluorescencji PI ztoznona z
obrazem w swietle widzialnym.

Rys. 4-37 Powiekszenie wrzecionowatej
mikrokapsutki zawierajqcej martwe
komorki drozdzy widoczne na poprzednim
rysunku. Powigkszenie 100x. Obserwacja
w Swietle widzialnym.

Dla oceny czulo$ci metody dla kazdej probki wykonywano oznaczenia dle 3 réznych
stezen odczynnikdéw wybarwiajacych.

W zakresie badanych stgzen barwnikéw nie stwierdzono pogorszenia wykrywalnosci.
Uzyte stezenie barwnikow fluorescencyjnych bylo wystarczajace dla wybarwiania martwych
komorek drozdzy (Rys. 4-32), wybarwianie FDA wykazato brak zywych komorek. Okoto
100% komorek obserwowanych w $wietle widzialnym ulegto wybarwieniu PI — co dobrze
ewaluuje uzycie PI jako odczynnika wykazujacego $mier¢ komorek.

Te same testy przeprowadzone dla zywych komorek pokazaty aktywno$¢ metaboliczna
wobec FDA pewnej ilosci komorek (Rys. 4-33), wyznakowaniu PI ulegta rowniez pewna
liczba martwych komorek (Rys. 4-34).

Przeprowadzone proby fotowybielania (photobleach) dla probek wybarwionych z
zastosowaniem FDA i PI. Stwierdzono, ze fluorescencja otrzymana z PI (test $mierci) jest
stabilna. Uzycie §wiatla widzialnego wobec kompleksow fluorescencyjnych skoncentrowanych
w jadrze komérkowym i niedyfundujacych z niego dawato dobre wyniki (4-krotne ostabienie
fluorescencji w czasie 20 minut). W odroznienia od tego “test Zycia” ma znacznie mniejsze
szanse sukcesu. Powstajaca jako produkt metabolizmu FDA fluoresceina stopniowo dyfunduje
na zewnatrz komorki, co obniza jej stezenie, pogarsza stosunek sygnal/szum i co za tym idzie
wykrywalnos¢. Rowniez fotowybielanie (photobleach) dla os$wietlanej ultrafioletem
fluoresceiny jest znacznie intensywniejsze niz dla kompleksu PI-DNA.
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Rys. 4-38 Fluorescencja komorek drozdzy
wewnqtrz mikrokapsutek zawieszonych na
nanowltoknach inkubowanych 66 godzin z
dioctanem fluoresceiny (FDA) i jodkiem
propydyny (PI) dla stwierdzenia ich
aktywnosci Zyciowej lub smierci i 45
godzin z roztworem sacharozy jako
pozywkq. Widoczna fluorescencja
wywolana aktywnosciq metaboliczng
zywych komorek zlozonej z obrazem w
Swietle widzialnym przechodzqcym.
Uwidoczniona mikrokapsutka nie
zawierata komorek martwych (analogiczna
obserwacja na fluorescencje PI data wynik
negatywny — czarne tlo). Powiekszenie 50x.

Rys. 4-39 Probka zywych komorek drozdzy
inkubowanych 10 minut z dioctanem
Sfluoresceiny (FDA) i jodkiem propydyny
(Pl) dla stwierdzenia ich aktywnosci
metabolicznej. Dla rysunku 15-18
zastosowano 33 krotnie wieksze stezenie
FDA w porownaniu z poprzednimi
rysunkami i takie samo stezenie PI.
Widoczna fluorescencja niektorych
komorek w konglomeracie pokazuje ich
aktywnos¢ metaboliczng (94% komorek w
probce). Powiekszenie 100x.

Generalnym wnioskiem z powyzszych doswiadczen jest duza tatwos¢ w obserwacji
komorek martwych i trudno$¢ w obserwacji komorek zywych. Pordwnanie probki komorek
przed i po procesie elektroprzedzenia pozwala zauwazy¢, ze tatwo widoczne martwe komorki
pochodza z trzech Zrodet komodrek: martwych od poczatku, zywych oraz u$pionych. Komorki
latentne (uspione) nie pokazuja si¢ w obrazie fluorescencyjnym, za$ fluorescencja komoérek
zywych jest stabo widoczna, tatwo zanika, oraz pochodzi tylko z poczatkowej populacji
komoérek zywych. Tak wigc wykrycie nawet stabej aktywnos$ci metabolicznej komorek w
mikrokapsutkach zawieszonych w biodegradowalnych nanowltoknach powinno by¢
wystarczajace do stwierdzenia przydatnosci metody do otrzymywania “pseudo-tkanek™.

Wskazane powyzej trudnosci miaty duzy wplyw na wyniki eksperymentéw majacych
na celu uzyskanie mikrokapsutek zawierajacych drozdze zawieszonych na
biodegradowalnych nanowtoknach, bedacych modelem komorek ludzkich majacych postuzy¢
jako ,,pseudo-tkanki” do zastosowan biomedycznych. Otrzymano mikrokapsutki zaréwno
ksztattu doskonale okraglego jak i wrzecionowatego (Rys. od 4-35 do 4-38) umieszczone
wsrod splatanych nano 1 mikrowldkien z biodegradowalnego poli(L-laktydu). Wybarwianie
PI potwierdzito obecno$¢ pewnej populacji komorek martwych (Rys. 4-36) tworzacych
skupiska we wrzecionowatych mikrokapsutkach (Rys. 4-37) oraz brak nakltadania si¢
fluorescencji PI 1 FDA (mozliwe zaistnienie artefaktéw komoérek zywych jako stabe
swiecenie komorek martwych w pokrywajacym si¢ zakresie). Komorki latentne byty ukryte
wewnatrz mikrokapsutek, w srodowisku nanowtdokien niewidoczne i niepoliczalne
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Rys. 4-40 Probka zywych komorek drozdzy
inkubowanych 10 minut z dioctanem
fluoresceiny (FDA) i jodkiem propydyny
(PI) dla stwierdzenia ich aktywnosci
metabolicznej. Zastosowano 33 krotnie
wieksze stezenie FDA w porownaniu z
poprzednimi rysunkami i takie samo
stezenie PI. Widoczna w niektorych

komorkach w konglomeracie fluorescencja
kompleksu PI-DNA. Pokazuje ona Smierc

niektorych komorek (6% komorek w
probce. Powigkszenie 100x.

Rys.4-41 Komorki drozdzy zamkniete w
mikropecherzykach fazy wodnej w
odwroconej emulsji po 35 minutach od
utworzenia emulsji, inkubcja z dioctanem
fluoresceiny (FDA) i jodkiem propydyny
(Pl) dla stwierdzenia ich aktywnosci
metabolicznej. Zastosowano 33 krotnie
wieksze stezenie FDA w porownaniu z
poprzednimi rysunkami i takie samo
stezenie PI. Widoczna w niektorych
komorkach w konglomeracie
fluorescencja kompleksu PI-DNA.
Pokazuje ona smier¢ niektorych komorek.
Ciemne komorki, obserwowane w swietle
widzialnym nie sq martwe. Powigkszenie

50x. Obserwacja fluorescencji kompleksu
PI-DNA ztozona z obrazem w swietle

widzialnym.

Rys.4-42 Komorki drozdzy zamkniete w
mikropecherzykach fazy wodnej w
odwroconej emulsji po 150 minutach od
utworzenia emulsji, inkubcja z dioctanem
fluoresceiny (FDA) i jodkiem propydyny
(Pl) dla stwierdzenia ich aktywnosci
metabolicznej. Zastosowano 33 krotnie
wieksze stezenie FDA w porownaniu z

poprzednimi rysunkami i takie samo
stezenie PI. Widoczna w niektorych
komorkach w konglomeracie fluorescencja
kompleksu PI-DNA. Pokazuje ona smierc
niektorych komorek. Ciemne komorki,
obserwowane w Swietle widzialnym nie sq
martwe. Powigkszenie 50x. Obserwacja
Sfluorescencji kompleksu PI-DNA zfozona z
obrazem w Swietle widzialnym.
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Wykazano obecno$¢ mikrokapsutek o intensywnym metabolizmie niezawierajacych w
populacji martwych komorek (Rys. 4-38).

Dla okreslenia stopnia przezywalno$ci komorek drozdzy w emulsji przeprowadzono
dalsze testy polegajace na obserwacji pod mikroskopem komoérek drozdzy w emulsji.

W pierwszym etapie dla stwierdzenia proporcji zywych i1 martwych komorek
zastosowano wybarwianie z uzyciem typowego st¢zenia PI (25ul roztworu podstawowego
0.02mg/ml) 1 33 razy wyzszego od stosowanego wczesniej stezenia roztworu FDA (1 pl
roztworu Smg/ml) dodanych do zawiesiny drozdzy (100 ul 10% roztworu). Po 5-10 minutach
nastapito wybarwienie zar6wno komorek zywych — okoto 94% (Rys. 4-39) jak i martwych
okoto 6% (Rys. 4-40). Nastepnie wedlug wczesniejszej procedury wykonano emulsj¢, dodano
odczynniki wybarwiajace 1 rejestrowano zachowanie komorek drozdzy w czasie.
Stwierdzono, ze niektdre z komorek byty martwe juz po 35 minutach (wybarwienie PI, jasne
komorki na Rys. 4-41), inne zyly nawet po 150 minutach przebywania w emulsji (ciemne
komorki, niewybarwione PI na Rys. 4-42). Stwierdzono réwniez, ze S$mier¢ komorek
nastgpowata w obregbie jednego pgcherzyka emulsji tzn. w obregbie matych pegcherzykow
wszystkie komorki byly albo zywe albo martwe, w obrgbie wigkszego pecherzyka
zarejestrowano przesuwanie si¢ ,,fali $mierci komoérek™ w czasie. Istnieje mozliwos$¢, ze jest
to efekt komunikacji miedzy umierajacymi komérkami wewnatrz jednego pecherzyka, ale
teza taka wymagataby dalszych badan.

4.8.3 Emulsja zawierajqca erytrocyty

W dalszych badaniach nad otrzymaniem emulsji zawierajacej komork jako modelowe
komorki ludzkie przyjgto erytrocyty. Poszukiwano wlasciwego antykoagulanta i jego st¢zenie
w fazie wodnej. Celem badan bylo znalezienie optymalnych warunkéw do uzyskania
odwréconej emulsji zawierajacej erytrocyty, a nastgpnie zbadanie mozliwosci uzyskania
mikrokapsutek.

Jako prosta metodeg rozpoznawania “przezywalnosci” erytrocytOw przyjeto obserwacje
mikroskopowa ich ksztattu. Poniewaz ludzkie erytrocyty nie posiadaja jadra komérkowego, a
co za tym idzie nie wykazuja metabolizmu ani nie posiadaja DNA nie mozna ich wybarwia¢
fluorescencyjnie. Erytrocyty w odroznieniu od komodrek drozdzy nie posiadaja $ciany
komoérkowej, a jedynie btong komdrkowa. Komorki drozdzy sa odporniejsze 1 wytrzymalsze
od typowych komorek ludzkiego organizmu i1 wyznaczaly dolna granice mozliwosci
przezycia ludzkich komorek, za$ bardzo nieodporne (nawet na zmiany st¢zenia elektrolitoéw)
erytrocyty wyznaczaty dolna granic¢ przezycia. Uszkodzenia erytrocytow objawiajace si¢
zmiana ksztattu, rozerwaniem blony komoérkowej, albo wylaniu zawartosci sa stosunkowo
szybkim 1 tatwym testem do przeprowadzenia z uzyciem mikroskopu optycznego.

Stwierdzono, ze typowy czas otrzymywania emulsji jest nieoptymalny 1 powoduje
rozerwanie erytrocytow. Stwierdzono, ze erytrocyty ulegaly rozerwaniu, gdy komorki
drozdzy dobrze znosity 5 minut mieszania ultradzwigkowego. Stwierdzono, Zze 2 minuty
ekspozycji na ultradzwigki nie powoduje znaczacych uszkodzen erytrocytow. Stwierdzono
bardzo intensywny szok osmotyczny (rozrywanie komorek i ich deformacje) dla erytrocytow
umieszczonych w wodzie destylowanej. Zastosowano 1% roztwor alginianu i 0,9% NaCl
(stezenie odpowiadajace soli fizjologicznej) jako faze wodna niepowodujaca szoku
osmotycznego erytrocytow. Stwierdzono bardzo intensywne wykrzepianie erytrocytow,
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podjeto proby syntezy i1 zastosowania cytrynianu monosodowego jako antykoagulanta.
Stwierdzono, ze uzycie soli disodowej kwasu etylenodiaminotetraoctowego (Na,EDTA) jako
antykoagulanta pozwala catkowicie wyeliminowa¢ problem wykrzepiania. Otrzymano
emulsje zawierajace prawidlowe erytrocyty (Rys. 4-43 1 4-44).

Whioski: znaleziono uktad umozliwiajacy otrzymanie emulsji z erytrocytow.

Rys. 4-43 Modelowe komorki ludzkie —
erytrocyty zamkniete w
mikropecherzykach fazy wodnej w
odwroconej emulsji po 2 minutach
mieszania ultradzwiekowego. Wyroznié
mozna poszczegolne erytrocyty zamkniete
w mikropecherzykach. Powiekszenie 20x.
Zastosowano kontrast fazowy.

Rys. 4-44 Powiegkszenie erytrocytow
zamknietych w mikropecherzykach fazy
wodnej w odwroconej emulsji po 2
minutach mieszania ultradzwiekowego.
Wyrozni¢ mozna poszczegolne erytrocyty
zamkniete w mikropecherzykach.
Erytrocyty nie sq uszkodzone i majq
poprawne ksztalty. Powiekszenie 100x.

4.8.4 Emulsja zawierajaca czastki fluorescencyjne

Przeprowadzono szereg testow, w ktorych pokazano mozliwo§¢ umieszczenia czastek
fluorescencyjnych wewnatrz mikropgcherzykéw fazy wodnej w odwroconej emulsji. Proby
otrzymania biodegradowalnych nanowldkien zawierajacych mikrokapsutki fazy wodnej z
czastkami fluorescencyjnymi nie powiodly si¢. Powodem nieudanych prob byt fakt, ze
polimer enkapsulujacy roztwér barwnika fluorescencyjnego rozpuszczat si¢ w chlorku
metylenu tworzacym fazg organiczna odwrdconej emulsji, a sam barwnik wylewat si¢ do fazy
wodnej mikrokapsutki. Uzycie nierozpuszczalnych czastek o usieciowanej powierzchni
pozwolitoby rozwiazac ten problem.

4.8.5 Elektroprzedzenie komorek ludzkich

Uktady kompozytowe zawierajace komorki ludzkie uporzadkowane w strukturze
biodegradowalnego polimeru ,,pseudo-tkanki” sa perspektywicznym kierunkiem rozwoju
medycyny regeneracyjnej. Zewngtrznie namnozone odpowiedniego rodzaju komorki pacjenta
(np. chondrocyty) sa juz obecnie umieszczane w uszkodzonej tkance (np. tkance chrzgstnej
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kolana), gdzie ich zadaniem jest przeprowadzenie procesu naprawy. Podawanie zawiesiny
komoérek nie przynosi do konca oczekiwanego efektu, niezorganizowane komorki maja
sktonno$¢ do opuszczania regenerowanego organu. Zastosowanie komoérek uwigzionych w
mikrokapsutkach powinno rozwiaza¢ ten problem, za§ uzycie biodegradowalnego i
biozgodnego polimeru do wytworzenia struktury kapsutek i mikro-nanowtokien, ktére je
przytrzymuja umozliwi stopniowa integracj¢ komoérek w odbudowywana tkanke.

Celem badan bylo znalezienie linii komdrkowej najbardziej odpornej na niekorzystne
warunki inkubacji, umieszczenie wybranej linii komorkowej w emulsji, a nastgpnie w
mikrokapsutkach w nanowldknach i stwierdzenie przezywalnosci przez komoérki kolejnych
stadiow procesu enkapsulacji: od transportu przez przechowywanie, utworzenie emulsji, az do
umieszczenia w mikrokapsutkach zawieszonych na nanowtoknach.

Komorki inkubowano w typowej pozywce przystosowanej do atmosfery zawierajacej
5% CO,, ale w przy atmosferycznym ci$nieniu CO,, w temp. 37°C. Obserwacje
mikroskopowe polegaty na stwierdzeniu, czy dane linie komorkowe zachowaty ,,normalny”
dla siebie wyglad mikrobiologiczny. Testy zycia 1 $mierci komoérek wykonywano z
zastosowaniem jodku propydyny PI (wybarwia komoérki martwe) oraz dioctanu fluoresceiny
FDA (wybarwia komorki zywe).

Przebadano cztery linie komorek:

A. Jurkat — komorki biataczki limfatycznej (ludzkie).

B. MZ 10B4 — komorki podscieliska szpiku kostnego (macierzyste, mysie).
C. D32- linia mieloidalna (ludzkie).

D. HeLa — komorki raka jajnika (ludzkie).

Pierwsze obserwacje przeprowadzono po okoto 2 godzinach transportu (w temp. okoto
0°C) 1 inkubacji w temp. 37°C. Zarowno komorki (B) jak i (D) nie wykazaly normalnego
obrazu — przestaty si¢ ptozy¢ i odkleily si¢. Zaniechano dalszych prob dla tych linii. Dla linii
(A) 1 (C) prowadzono testy zycia 1 $mierci w czasie do pieciu dni. Wykonano réwniez testy
otrzymywania emulsji 1 utworzenia wtokien z mikroenkapsulowanymi komorkami.

Po kilku godzinach inkubacji sporzadzono zawiesing komorek (C) w 0,9% NaCl
(roztwor fizjologiczny, dla uniknigcia szoku osmotycznego) i 1% roztworze alginianu sodu
(subst pow. czynna) — 120mg + (faza organiczna odwroconej emulsji 1081,6 g) + EtOAc
220mg. Zastosowano emulsyfikacj¢ ultradzwigkowa (2 min) — stwierdzono obecno$¢
integralnych komoérek w fazie wodnej odwroconej emulsji. Podczas procesu
elektroprzedzenia najlepsze wyniki uzyskano dla 15kV.

Jako faze ciagla (organiczna) odwroconej emulsji: zastosowano roztwér zawierajacy
250 mg (0.22mmol) seskwioleinianu sorbitanu (sesquioleate sorbitan) jako surfaktanta,
515mg kopolimeru akrylanu z akrylanem etanoloaminy (Eudragit RSPO, Rohm) jako
stabilizatora emulsji 1 1250mg poli(L-laktydu) (PLLA, Biomer L900, Mw=200kDa; Biomer)
ktorego funkcja bylo utworzenia biodegradowalnego rusztowania komorkowego, ktore
pozostawiono na noc do rozpuszczenia w 19 ml (25g) chlorku metylenu CH,Cl,.

Nanowldkna zawierajace mikrokapsutki z komérkami wybarwiano z uzyciem FDA
rozpuszczonego w alkalicznej pozywce. Stwierdzono bardzo silna fluorescencje zarowno
pozywki jak 1 komorek. Generalnie silniej $wiecily komorki. Pozywka o odczynie
alkalicznym samodzielnie powodowata hydrolize FDA, jak réwniez zapewniala wydaja
fluorescencjg¢ fluoresceiny wytworzonej przez komorki z FDA. Dodatnie PI w pozywce nie
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dalo pozytywnych wynikow, nie wybarwily si¢ komorki martwe. Generalnie wynik testow
przezycia komorek w mikrokapsutkach nie dal jasnej odpowiedzi, ani czy przezyly one
proces emulsyfikacji i elektroprzedzenia, ani czy po procesie tym byty martwe.

e Po 24 godzinachbadanie probki komoérek (C) pokazalo wigkszos¢ zywych,
podczas gdy (A) przezyly w okoto 90%. Wykonano emulsj¢ a nastgpnie wtdkna
z zastosowaniem (A).

e Po 72 godzinach komoérki (C) — bufor zmienit barwe, pojawito si¢ duzo
martwych komorek, niewielka ilos¢ zywych. Uktad zostat zainfekowany,
prawdopodobnie plesnia.

e Po 72 godzinach utworzono dwie nastgpne emulsje z (A), ktére nastgpnie
wybarwiono a) FDA, b) PI, ¢) FDA i PI stwierdzono, ze w emulsji PI wybarwia
bardzo szybko - 2-3 min. Wykazano obecno$¢ w pecherzykach fazy wodnej
odwroconej emulsji martwych komorek.

Poniewaz do wybarwiania uzyto FDA w 0,9% NaCl (a nie w pozywce), to nie uzyskano
Swiecenia tlta, wytworzona przez zywe komorki fluoresceina $wiecita stabo. Niektore
pecherzyki wykazywaly silniejsza fluorescencj¢ a niektore stabsza (pecherzyki zawieraty
zbuforowang alkaiczna pozywke, ktora samodzielnie mogta hydrolizowaé¢ FDA).

e Po czterech dniach wykonano testy Zzycia 1 $mierci dla (A). Stwierdzono
obecno$¢ zywych komorek. Po pigciu dniach testy z uzyciem FDA i PI
wykazaly okoto 5% zywych komorek.

Opisane wyzyj testy pozwolity na wytypowanie 1-2 ludzkich linii komérkowych, z
ktorych uzyskano odwrdcona emulsje, a nast¢pnie utworzono mikrokapsutki zawierajace
komorki zawieszone na biodegradowalnym rusztowaniu z mikro-nanowtdkien. Nie uzyskano
jednoznacznych  rezultatow, $wiadczacych o poziomie przezycia komorek w
mikrokapsutkach.

4.8.6 Podsumowanie elektroprzedzenia komorek

Wykonano szereg nowych materialdow zawierajacych zywe komoérki drozdzy oraz
przeprowadzono testy pozwalajace przypuszczaé, ze bedzie mozliwe otrzymanie materialow
zawierajacych komorki ludzkie. Uzycie komoérek ludzkich w badanych warunkach nie dato
pozytywnych rezultatow. Prawdopodobnie jeden ze sktadnikéw emulsji uszkadzal ktorys z
elementéw materialu komorkowego — przypuszczalnie btong komoérkowa.
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5 Badania nad procesem elektroprzedzenia
gliceryny

Celem badan eksperymentalnych prowadzonych dla wodnych roztwordéw gliceryny
byto poszukiwanie parametrow istotnych dla modelowania procesu -elektroprz¢dzenia.
Badanie niestabilno$¢ strugi cieczy newtonowskiej bez przemiany fazowej stanowi modelowa
konfiguracj¢ utatwiajaca poszukiwanie wptywu podstawowych parametréow cieczy (lepkosé,
napigcie powierzchniowe) i samego procesu (potencjat elektryczny, wydatek cieczy) na
powstawanie niestabilnos$ci toru strugi. Badania przeprowadzono w dwojaki sposob: ze
statym wydatkiem roztworu, a zmiennymi napigciem i st¢zeniem roztworu, oraz ze zmiennym
wydatkiem 1 stalym napigciem 1 stgzeniem roztworu. Wyjasnienie tego podejscia
przedstawione jest wraz z oméwieniem innych szczegoélow ponize;.

5.1 Badania ze statym wydatkiem

Statym parametrem w eksperymencie w pierwszym etapie badan byt wydatek masowy
400ul/godzing, natomiast uwage skupiono na okresleniu, jak zmienia si¢ proces w zaleznosci
od zmian dwodch innych parametrow:

- potencjatu pomigdzy igla dostarczajaca roztwor do elektroprzedzenia i targetem, oraz
- zawartosci gliceryny w roztworze.

Pierwszy z parametrow byl wybrany standardowo — stanowi podstawowa wielko$¢
decydujaca o calym procesie. Jego wartosci zmieniane byly w zakresie od 3 kV do 20kV.
Wybor drugiego z parametrow wynikat z faktu, ze w modelu teoretycznym opracowanym w
zakladzie Rea lizujacym gléwna cze$¢ projektu zaktada si¢ stalo§¢ masy, tymczasem w
szeroko stosowanych do elektroprzedzenia materiatach nastepuje  odparowanie
rozpuszczalnikow. Wybor gliceryny pozwala na istotne zblizenie warunkow procesu w
eksperymencie i modelu. Poniewaz przy wyzszych st¢zeniach gliceryny lepko$¢ roztworu
uniemozliwia elektroprzedzenie, zatem przyjeto procentowa jej zawarto$¢ w roztworze (%
masowy): 71,5%; 66,7%; 61,9% 1 52,7%. Poniewaz czystej gliceryny nie poddaje si¢
procesowi elektroprzedzenia, wigc dodawano do niej roztwér PEO poli(tlenku etylenu) o
stezeniu 3% w statej proporcji 1/3. Eksperymenty przeprowadzano z nast¢pujacym
materiatem: poli(tlenek etylenu), PEO Mw = 200,000Da (Aldrich), gliceryna 99,5% cz.d.a
(POCH), woda dejonizowana. W tabeli 5-1 podane sa zmierzone warto$ci lepkosci
dynamicznej gliceryny oraz jej roztworow uzytych w eksperymentach.

Proces elektroprz¢dzenia byl rejestrowany za pomoca szybkiej kamery typu PCO
(rejestracja najczesciej z predkoscia 200 klatek na sekundg), a nastgpnie obrazy analizowano
dla znalezienia prostego odcinka strugi oraz kata rozwarcia wirujacej strugi materiatu.
Arbitralnie przyjg¢to, ze analizowanymi punktami strugi sa te, ktore powtarzaja si¢ najczgsciej
w serii 200-1000 zarejestrowanych obrazéw. W przypadku oscylacji strugi analizowano
wigksza ilos¢ zdj¢é. Dla oszacowania bleddéw analizy notowano réwniez alternatywne
polozenia punktow strugi (o zblizonej czgstosci wystgpowania) i wyznaczano dla nich
wartosci kata i odcinka prostego.
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Warto$ci prostego odcinka wykazywaty oscylacje zalezne zardwno od napigcia jak 1
stezenia gliceryny. Na 5-1 przedstawiono zalezno$¢ dtugosci prostego odcinka od potencjatu
dla procesu elektroprzgdzenia 71,5% roztworu gliceryny. Uklad wykazywal jedynie
niewielkie oscylacje, zatem mozna przyjaé, ze zachodzi proporcjonalny wzrost dlugosci
prostego odcinka strugi do wzrostu potencjatu. Jak wynika z rysunkow 5-2 do 5-4, podobne
spostrzezenia wynikaja z eksperymentow przeprowadzonych dla nizszych stezen gliceryny.
Dla wygody wszystkie wykresy zebrano takze na rysunku 5-5.

Tabela 5-1. Zestawienie wartosci charakteryzujqcych lepkos¢ dynamiczng

elektroprzedzonych roztworow gliceryny.

Lepkos¢ dynamiczna[Pa-s] | Blad wzgledny[%]
Temperatura 23°C  |24°C |25°C |23°C |24°C |[25°C
99,5 % gliceryny | 538,74 495,40 (453,97 ]0,31%0,51% | 0,63%
71,5 % gliceryny | 35,65 |33,70 |31,77 10,33%|0,14% | 0,50%
66,7 % gliceryny |31,70 |30,25 28,79 10,01% |0,35% | 0,23%
61,9 % gliceryny [ 17,82 16,90 16,18 ]0,25%0,47% |0,39%
52,7 % gliceryny | 13,63 |13,48 12,52 10,14% |0,23% | 0,26%
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Rys. 5-1 Zaleznos¢ diugosci prostego odcinka od potencjatu w elektroprzedzeniu 71,5%
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Rys. 5-2 Zaleznos¢ diugosci prostego odcinka od potencjatu w elektroprzedzeniu 66,7%
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Dtugosc prostego odcinka w funkcji potencjatu
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Rys. 5-3 Zaleznos¢ dtugosci prostego odcinka od potencjatu
w elektroprzedzeniu 61,9% roztworu gliceryny.
Dtugosé prostego odcinka w funkcji potencjatu
14

12 -
8 T X
o

——52,7 % Gliceryny

Dlugos¢ prostego odcinka[mm]

R? = 0,9046
2
0
0 5 10 15 20 25
Potencjat[kV]
Rys. 5-4 Zaleznos¢ dtugosci prostego odcinka od potencjatu
w elektroprzedzeniu 52,7% roztworu gliceryny.
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Rys. 5-5 Zbiorczy wykres zaleznosci diugosci prostego odcinka od
potencjatu w elektroprzedzeniu roztworu gliceryny.
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Mozna stwierdzi¢, ze w kazdym przypadku dtugos¢ prostego odcinka strugi rosta w
procesie elektroprzedzenia ze wzrostem wartosci sily ,,wyciagajacej” roztwér z dyszy.
Pomimo pewnych oscylacji uktadu, w odnotowanym zakresie btgdow pomiarowych dane
mozna dopasowac z zadowalajaca doktadnoscia (91%-72%) do zaleznosci liniowej i przyjac
proporcjonalng zalezno$¢ od napigcia.

Dhugos¢ prostego odcinka strugi zalezy roéwniez od lepko$ci roztworu, ktéora w
eksperymentach odzwierciedla stgzenie gliceryny. Wraz ze wzrostem stgzenia obserwowano
wzrost dlugos$ci prostego odcinka — przy wyptywie bardziej lepkie roztwory tworzyty dluzsze
proste odcinki i pdzniej ulegaly zaburzeniom prowadzacym do koncowego tworzenia stozka
wirujacego materiatu. Wyznaczone wartosci kat rozwarcia stozka w funkcji potencjatu sa
pokazane na rysunkach 5-6 do 5-10 dla czterech badanych stezen gliceryny
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Rys. 5-6 Zaleznos¢ wielkosci kqta rozwarcia stozka od napiecia
w elektroprzedzeniu 71,5% roztworu gliceryny.
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Rys. 5-7 Zaleznos¢ wielkosci kqta rozwarcia stozka od napiecia
w elektroprzedzeniu 66,7% roztworu gliceryny.

Raport z wykonania projektu KBN nr N 508 031 31/1740

92



5 Badania nad procesem elektroprzedzenia gliceryny

100
90
80
70
60
50
40
30
20

10

Kat[stopnie]

Kat rozwarcia stozka w funkcji potencjatu

NAY y‘\;\.. :

o . I
/ 1
i R

0 5 10 15 20 25
Potencjat[kV]

——61,9 % Gliceryny

Rys. 5-8 Zaleznos¢ wielkosci kqta rozwarcia stozka od napiecia w elektroprzedzeniu 61,9%

roztworu gliceryny.
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Rys. 5-9 Zaleznos¢ wielkosci kqta rozwarcia stozka od napiecia
w elektroprzedzeniu 52,7% roztworu gliceryny.
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Rys. 5-10 Zbiorczy wykres zaleznosci wielkosci kqta rozwarcia stozka od napiecia w

elektroprzedzeniu roztworu gliceryny dla czterech badanych stezen gliceryny w roztworze.
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Uzyskane w procesie elektroprzedzenia wartosci kata rozwarcia stozka wirujacej strugi,
wyznaczone z analizy obrazéw, podlegaja bardzo silnym oscylacjom. Dla otrzymanych
wynikow nie mozna byto nakresli¢ linii trendu. Uzyskane w poszczegdlnych pomiarach
wartosci wykazywaly bardzo duze réznice. Na rysunkach jest to zilustrowane przez duze
stupki bledow. Wydaje sig, ze kat rozwarcia stozka wykazywal tendencje do zmniejszania si¢
ze wzrostem napigcia. Oznacza to, ze ze wzrostem sity dzialajacej na struge wykazywala ona
mniejsza tendencj¢ do wirowania. Trendem widocznym na zbiorczym wykresie jest
zmniejszanie si¢ kata rozwarcia stozka ze wzrostem st¢zenia gliceryny w roztworze (wzrost
lepkosci powodowal mniejsza sktonnos$¢ strugi do wirowania).

5.2 Badania ze zmiennym wydatkiem

W celu sprawdzenia, czy wydatek masowy — jeden z podstawowych parametréw uktadu
— ma wplywu na otrzymane wyniki, przeprowadzono odpowiednia analiz¢ badajac efekty w
postaci dlugosci odcinka prostego strugi i kata rozwarcia jej stozka dla dwoch statych
wartosci potencjatu: 7kV 1 17kV. Zakres wydatkow masowych (100-800ul/godzing),
stosowanych w procesie elektroprzedzenia, byt typowy, a poprzez jego zmiany przy statym
stezeniu gliceryny i statym potencjale kontrolowano jego wplyw na wyniki elektroprzedzenia.

Dtugosc prostego odcinka w funkcji wydatku przy statym potencjale
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Rys. 5-11 Zaleznos¢ a/dtugosci prostego odcinka i b/ kqta rozwarcia stozka od wydatku w
procesie elektroprzedzenia 66,7% roztworu gliceryny dla zakresu wydatkow 100-800
ul/godzine, zastosowany potencjat 7kV.
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Przy potencjale 7kV elektroprzedzenie 66,7% roztworu gliceryny dlugo$¢ odcinka
prostego strugi byta praktycznie niezalezna od wydatku roztworu, a kat rozwarcia stozka
wykazywat silne oscylacje, co jest typowe dla szerokiego zakresu 100-800ul/godzing.

Dtugosc¢ prostego odcinka w funkcji wydatku przy statym potencjale
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Rys. 5-12 Zaleznos¢ a/dtugosci prostego odcinka i b/ kqta rozwarcia stozka od wydatku w
procesie elektroprzedzenia 52,7% roztworu gliceryny dla zakresu wydatkow 100-800
ul/godzine, zastosowany potencjat 7kV.

Jak wida¢ na rysunkach 5-12, dla 52,7% roztworu gliceryny — podobnie jak przy wyzej
omawianym stezeniu (Rys. 5-11) — dlugo$¢ odcinka prostego byta praktycznie niezalezna od
wydatku roztworu. W tym jednak przypadku kat rozwarcia stozka wykazywat silniejsze
oscylacje (silnie rosnace ze wzrostem wydatku).

Ocenia sig, ze dla badanych parametrow dobrany wydatek nie ma wigkszego wptywu na
wyniki dla roztworow o wigkszym stezeniu gliceryny, za$ dla roztwor6w o mniejszym
stezeniu proces elektroprzedzenia zachowuje si¢ stabilnie przy nizszych wydatkach. Przy
wydatku rzedu 800pl/godzing proces zaczyna mocno oscylowac, co powoduje powstanie
duzych bledow, zwlaszcza, jesli chodzi o warto$¢ kata rozwarcia stozka.
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6 Model numeryczny procesu tworzenia sie
nanowtokien w polu elektrycznym

Powstawanie wtokien, niezaleznie od stosowanych materiatéw i technologii, opiera si¢
na podstawowym zjawisku mechaniki ptynow, tworzeniu si¢ strugi cieczy. Ciecz wyplywajac
z otworu do drugiego niemieszajacego si¢ ptynu (gazu lub cieczy) tworzy mniej lub bardziej
regularng strukturg cylindryczna. Jej poczatkowa $rednica zalezy bezposrednio od wielko$ci
otworu wyplywowego. Powierzchnia tak powstatej strugi zostaje utworzona w wyniku
napigcie powierzchniowego (czy migdzyfazowego) stabilizujacego granicg¢ faz. Z drugiej
strony cylindryczny ksztalt jest dynamicznie niestabilny i w wyniku tworzacych si¢ fal
powierzchniowych ulega rozpadowi na krople. W zakresie matych predkosci przeptywu jest
to proces zalezny liniowo od dynamiki przyptywu i daje si¢ opisa¢ stosunkowo prosta
zalezno$cia bezwymiarowej amplitudy osiowo-symetrycznych zaburzen powierzchni
propagujacych si¢ wzdtuz kierunku przeptywu [87, 110, 53]. W rezultacie zaleznie od
wlasnosci fizycznych plynow 1 predkosci wyptywu cieczy mozliwe jest uzyskanie
stosunkowo dhugich i cienkich laminarnych strug cieczy [54]. W praktyce maksymalna
dlugo$¢ swobodnej strugi nie przekracza jednak kilku tysigcy jej $rednic poczatkowych.
Dopiero dodatkowe efekty stabilizujace powierzchnig, jak wlasnosci lepkoplastyczne cieczy,
krzepniecie, czy krystalizacja materialu i dodatkowe mechaniczne rozciaganie tworzacej si¢
strugi, pozwalaja na osiaganie strug o znacznej dtugosci.

Zmniejszanie rozmiaré6w wiokien (ponizej 1um) stwarza szereg nowych problemow
technicznych. Ze wzgledy na efekty lepkosciowe 1 kapilarne poczatkowa $rednica strugi nie
moze by¢ zbyt mata, praktycznie musi mie¢ wymiar utamkéw milimetra. Z kolei proces
mechanicznego rozciagania strugi, potaczony na ogot z jej utwardzaniem i tworzeniem si¢
wiokna, ma swoje ograniczenia. Wraz ze spadkiem $rednicy widkna wzrasta dlugosé
rozciaganego odcinka i krytyczny staje si¢ problem tlumienia niestabilno$ci powodujacych
zmian kierunku 1 zrywania wilokien. Dodatkowym problemem staja si¢ tez efekty
aerodynamiczne. Stosunek sity oporu optywu do sit spdjnosci ro$nie wraz ze spadkiem
srednicy oplywanego cylindra.

Jednym z mozliwych rozwiazan jest zastapienie rozciagania mechanicznego, polem
elektrostatycznym. Okazuje si¢, ze pozwala to na uzyskanie strug o koncowych wymiarach
znacznie mniejszych niz jeden mikrometr. Zapoczatkowane w ubiegltym stuleciu badania nad
wykorzystaniem pola elektrycznego do sterowania procesem rozpadu strug cieczy,
kontynuowane po6zniej przez G.I Taylora [99], doprowadzity w ostatnich latach do stworzenia
stosowanej w tej pracy elektrostatycznej metody produkcji nano-widkien.

Mechanizm oddzialywania sit elektrostatycznych na krople i strugi wiaze si¢ z
indukowaniem tadunkow elektrycznych w przewodnikach i dielektrykach. W przypadku
badanych przez Taylora [99] kropel powstajacych na wylocie dyszy mieszczonej w polu
elektrycznym sily elektrostatyczne i sity napigcia powierzchniowego prowadza do powstania
nowej powierzchni rownowagi. Efekt odpychania elektrostatycznego zalezy od indukowane;j
roznicy potencjatu a ta ros$nie liniowo z wielkoscia obiektu. W przypadku kropel prowadzi to
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do ich znacznego wydtuzenia i w koncu do ich rozpadu. Ze spadkiem $rednicy kropli maleje
réznica potencjalu pola, a jednocze$nie wrasta wptyw napigcia powierzchniowego. W
rezultacie pole elektryczne prowadzi do rozpadu duzych kropel i tworzy si¢ nowy stan
rownowagi prowadzi do powstania dyspersji o mniejszych wymiarach.

Zachowanie si¢ strugi cieczy w polu elektrostatycznym podlega podobnym
mechanizmom, tzn. oddzialywanie odpychajacych si¢ tadunkow elektrycznych indukowanych
w strudze wzdtuz linii pola. Jednak kinetyka ruchu cieczy pozwala na zachowanie stabilno$ci
ksztattu cylindrycznego, powodujac jedynie na znaczna redukcje jej Srednicy w miarg
oddalania si¢ od wylotu. Jesli kierunek pola elektrycznego jest rownolegly do poruszajacej si¢
wzdluz linii prostej strugi, jego oddzialywanie prowadzi jedynie do dodatkowego
przyspieszenia przeptywu cieczy. Tor cylindrycznej strugi poruszajacej si¢ poczatkowo
ruchem prostoliniowym w polu elektrycznym jest w rownowadze chwilowej. Ta chwiejna
réwnowaga ulega w czasie ruchu zaburzeniom, zaréwno kierunku ruchu jak i deformac;ji
ksztaltu strugi. Typowym zaburzeniem kierunku jest tzw. ,,buckling”, czyli zwijanie si¢ strugi
w spiralnym ruchu, znanym dla grawitacyjnie wyptywajacej strugi, jesli szybkos¢ odbioru
cieczy jest mniejsza niz wydatek z dyszy zasilajacej. Obecnosci pola grawitacyjnego i lepkos¢
cieczy stabilizuja ten ruch, co prowadzi do akumulacji cieczy w koncowym odcinku strugi.
Dla strug o wymiarach ponizej 1 um efekty grawitacyjne sa zaniedbywalne. Natomiast
obecno$¢ pola elektrycznego powoduje powstanie dodatkowych sit odpychajacych w
zdeformowanym odcinku strugi, destabilizujac struge i w efekcie wzmacniajac amplitude
poczatkowego zaburzenia.

o§ strugi
1
I
1 poruszajace sie fadunki e
1
A F sita zakrzywiajaca

*.. dzialajaca na ladunek e

F,

B E

sily reakcji:
lepkoplastycznosc
1 napigcie powierzchniowe

Rys. 6-1. Sily oddziatywujqce na tadunki elektryczne unoszone przez struge cieczy
poruszajqcq sie w polu elektrycznym. Male zaburzenie prostoliniowego toru strugi powoduje
powstanie sity reakcji napiecia powierzchniowego i pola elektrycznego prowadzqc do dalszej

destabilizacji i w efekcie wymuszajqc ruch tadunkow po orbitach kotowych.

Narastajaca deformacja poczatkowo prostoliniowego toru cylindrycznej strugi
powoduje reakcje sit napigcia powierzchniowego (oraz ewentualnie sit lepkoplastycznych dla
polimerdéw), starajaca si¢ zmniejszy¢ krzywizng toru i sprowadzi¢ struge do linii prostej.
Dziatanie sit odpychania elektrostatycznego, reakcji 1 jednoczesnego przyspieszania wzdhuz
osi ruchu prowadzi do powstania toru spiralnego, o promieniu spirali zaleznym od réwnowagi
wyzej wymienionych sit.
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Taka uproszczona interpretacja pozwala tylko na jakosciowy opis zjawiska [30, 36, 40,
44, 55, 56]. Dokladniejszy opis wymaga uwzglednienia zjawisk lepkich, efektow
reologicznych, oporu aerodynamicznego, dyfuzji tadunkéw elektrycznych 1 wplywu
indukowanego ruchem tadunkéw pola magnetycznego. Nie jest to zadanie tatwe i dotychczas
brak pelnego modelu analitycznego czy numerycznego oddziatywania strugi cieczy lepkiej z
polem elektrycznym (por. Rys. 6-1).

Pierwszym etapem w konstrukcji opisu procesu elektroprzedzenia jest zidentyfikowanie
mechanizmow fizycznych odpowiedzialnych za powstawanie wirowego ruchu strugi w polu
elektrycznym i zbadanie wptywu parametréw materialowych oraz warunkéw fizycznych na
stabilno$¢ procesu 1 geometri¢ tworzacego si¢ stozka obwiedni wirujacej w polu
elektrycznym strugi. Podstawowe réwnania opisujace ruch strugi to bilans naprezen:

do il (&

r—— — —J

At ldt

gdzie: y — lepko$¢ cieczy, G — modul elastycznos$ci, o — tensor naprezen, dl/dt — wydtuzenie
widkna;

bilans pedu:

dv e2 eV 4
m— = —— — — + Ta’o.
dt (2 h

gdzie: V,, — napigcie elektryczne, e — fadunek elektryczny, a — §rednica wtdkna, 4 — odlegtos¢
pipety od kolektora;

oraz rdwnanie ruchu konca strugi, definiujace jego predkos¢ liniowa v:

df B

— = —.
dt

Rozwiazanie uktadu powyzszych réwnan wymagato dyskretyzacji przestrzennej i
czasowe] problemu, wprowadzenia dyskretnego opisu tadunkow strugi w postaci ciagu
jednostkowo natadowanych ,,koralikow”, zastosowania szybkich algorytméw pozwalajacych
na akceptowalny rzad skalowania problemu w funkcji liczby tadunkow oraz rozwiazanie
problemu deformacji jednorodnego pola elektrycznego przez obecno$¢ w nim tadunkow
strugi. Zbudowany na tej podstawie w ramach realizowanego projektu model numerycznym
pozwolil na opisanie podstawowych mechanizméw prowadzacych do powstawania
niestabilno$ci strugi cieczy w polu elektrycznym (Rys. 6-2). W ramach tej pracy
skonstruowano kilka algorytmow calkowania ruchu tadunkow w takim polu (menu modelu
numerycznego pozwala na wybor 4 algorytmow), przeprowadzono parametryczna analize
wplywu parametréw procesu na geometri¢ strugi oraz przeprowadzono pordOwnania z
rezultatami badan eksperymentalnych. Istotnymi badanymi parametrami byla wielkos¢
potencjatu pola elektrycznego, przewodnictwo elektryczne cieczy, lepkos¢ cieczy, strumien
przeptywu cieczy i rodzaj polimeru. Rezultaty badan przedstawione sa w powstalych w
ramach projektu pracach [55, 56] (w zataczniku). Wskazuja one na istnienie jedynie bardzo
og6lnych trendéw zmian geometrii strugi w funkcji tych parametrow. Uniemozliwia to petne,
iloSciowe poroéwnanie modelu numerycznego z danymi empirycznymi. Jedna z
prawdopodobnych przyczyn, obok matej powtarzalnosci badan eksperymentalnych, jest brak
w opisie teoretycznym istotnych dla pelnego opisu procesu zjawisk reologicznych i
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przemiany fazowej (parowanie rozpuszczalnika, krystalizacja skladnika stalego). Brak jest
réwniez modelu fizycznego opisujacego istnienie efektow sprzg¢zonych takich jak wplyw
koncentracji sktadnikow, soli itp. na lepkos$¢, napiecie powierzchniowe czy przewodnos¢
elektryczna ptynu na chwilowe parametry fizyczne strugi.

Time [s]:0
MNodes: 434
— 2Cm

7z

yJ/X

Rys. 6-2 Symulacja numeryczna tworzenia sie wirujqcej strugi cieczy
w polu elektrycznym, model zawiera 434 tadunki jednostkowe.
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7 Wilasnosci mechaniczne nanowiokien

Planowym zadaniem przy realizacji projektu byla ocena witasciwosci mechanicznych
nanowldkien i zbudowanych z nich mat, tworzonych metoda elektroprzedzenia. We
wszystkich przeprowadzonych testach wytrzymalosciowych uzytym materialem byly
pojedyncze nanowldkna 1 wtokna tworzace siatki, maty, utworzone z roztworu o sktadzie: 4g
PLLA rozpuszczonego w mieszaninie 25g CHCl; 1 2,5¢ DMF. Przy produkcji mat
zastosowano technike przedzenia widkien na powierzchni wody, natomiast pojedyncze
wldkna zbierano na target ztozony z dwdch rownolegtych pretéw. Stosowano napigeie 8 kV,
wydatek masowy podawania roztworu 0,6ml/h, odlegltos¢ dysza/target 15cm. Czas przedzenia
mat wynosit okoto 45 minut.

W ramach analizy cech wytrzymatosciowych najpierw przeprowadzono obserwacje
mikroskopowe widkien polimerowych, a nast¢pnie, z uwagi na niestandardowy materiat,
wykonano roézne testy mechaniczne, by w ten sposob porownac i zweryfikowa¢ poprawnos¢
wielu uzyskanych wynikow.

7.1 Ocena mikroskopowa wiokien polimerowych

Ocena mikrostruktury mat i1 pojedynczych widkien z PLLA jest istotna dla wyjasnienia
przebiegu deformacji wtokien w czasie procesOw mechanicznych. Modelowanie na poziomie
makroskopowym, o najwigkszym potencjalnie znaczeniu praktycznym, musi by¢ poprzedzone
obserwacja 1 analiza cech mechanicznych na poziomie mikroskopowym. Omoéwiona ponizej
struktura materialu pokazuje, ze nawet na tym poziomie mozna spodziewaé si¢ jedynie
uproszczonego analitycznego opisu wiazacego deformacjg i obciazenie pojedynczego widkna.
Przy modelowaniu zdecydowanie bardziej ztozonego procesu deformacji maty wydaje sig, ze
ewentualne obliczenia beda mozliwe tylko przy zastosowaniu obliczen numerycznych.
Zarowno przy podejsciu analitycznym, jak 1 numerycznym, podstawa jest konstytutywny opis
materiatu, a jego opracowanie wymaga zrozumienia zachodzacych zjawisk wynikajacych ze
struktury wewngtrzne;.

Dla okre$lenia struktury mat ponizej na rysunku 7-1 pokazano przyktadowe zdjgcia
wykonane przy pomocy SEM S-2600N HITACHI oraz SEM S-5500N HITACHI. Przy
uzyciu programu QCapture Pro i zdje¢ z SEM zmierzone zostaly grubosci wiokien. Ponizej
przedstawionych jest kilka istotnych uwag, ktéore moga mie¢ znaczenie przy opracowywaniu.

Pierwsza istotna cecha, ktéra daje si¢ zaobserwowaé na zdjgciach, jest chaotyczne
utozenie wlokien w utworzonej macie. Catkowity brak uporzadkowania powoduje, ze wtokna
sa odcinkami pozwijane lub wyprostowane, nie da si¢ wyrézni¢ zadnego uprzywilejowanego
kierunku. Ma to istotne znaczenie dla modelowania procesu deformacji maty, bowiem mozna
przyjac¢ zalozenie, ze mata jest siatkowym materiatem anizotropowym. W materiale poddanym
obciazeniu, podczas gdy wiokna ulegaja istotnym reorientacjom ulozenia, tylko czg$¢ z nich
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jest obciazona wzdtuz swych osi. Taki obraz procesu potwierdzony zostalt w opisanych dale;j
testach wytrzymato§ciowych przez obserwacje duzych deformacji materialu. Duze
deformacje sa wynikiem nie tylko reorientacji widkien w siatkowej strukturze materiatu.

Z przeprowadzonych testow wytrzymatosciowych z pojedynczymi wtoknami wynika
wniosek, ze samoistng cecha PLLA jest zdolno$¢ do duzych deformacji pod obciazeniem
dziatajacym wzdhuz osi. Bez watpienia naprezenia wzdhuzne we wtoknach nie sa jednorodne,
bowiem istotng przy tym cecha wiokien sa charakterystyczne znaczne zmiany grubosci.
Zmiany te wydaja si¢ nie mie¢ zadnej regularno$ci. Mozna takze zauwazy¢ istotne roznice
grubo$ci pomigdzy poréwnywanymi widknami. Przeprowadzone pomiary wykazuja, ze
grubosci zmieniaja si¢ od 0,3um do Sum, a dla pogrubionych miejsc nawet do 11 pm. Wazne
jest rowniez, ze ze wzgledu na sposéb otrzymywania mat ich grubos$¢ jest niejednorodna.

Ostatnia cecha o duzym znaczeniu dla wytrzymatosci wtokien 1 mat z PLLA jest
porowato$¢ wiokien. Pory sa widoczne na zdjeciach SEM przy powigkszeniu powyzej 1000x.
Obecnos¢ porowatej struktury stwierdzono w wigkszosci wtokien w badanej probece. Uktad
poréw, w wigkszosci o kolistym ksztatcie, w niektorych przypadkach znacznie wydtuzonych,
nie ma zadnej regularnos$ci. Na podstawie fotografii oszacowano dtugosci poréw uzyskujac
wyniki od 0,3um do 2 um przy $rednicach widkien wahajacych si¢ od 0,9um do 3um.

X50  500pm

15kV | X2,000 - 40um 15KV X4,000 _Spm

d)
Rys. 7-1 Obserwacja struktury mechanicznej mat PLLA,
powiekszenia: a) 50x, b) 1000x, c) 2000x, d) 1000x.
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7.2 Ocena wytrzymatosci mat polimerowych

Oceng wytrzymatosci mat wykonano na podstawie trzech rodzajow testow. Pierwszym
bylo proste obcigzanie maty elementami metalowymi, w drugim deformacj¢ maty wywotywat
strumien goracego powietrza, w ostatnim uzyto maszyny wytrzymatosciowe;j.

7.2.1 Badania ugiecia mat polimerowych pod ciezarem

Wstepne testy wytrzymatos$ci mat z elektroprzedzonych wiokien z PLLA przeprowadzono
umieszczajac badany materiat migdzy dwiema metalowymi obrgczami, trzymanymi w dwoch
miejscach przy pomocy uchwytéw. Ze wzgledoéw ,technologicznych”, o czym byla mowa
wczesniej, uzyta siatka byta grubsza na $rodku i ciensza na brzegach.

Rys. 7-3 Przykladowe zdjecia pokazujqce sposob przykltadania obciqzenia i deformacje maty
w prostym tescie wytrzymatosciowym.
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Rys. 7-5 Wyznaczanie odksztatcen i krzywa or-& otrzymana
w prostym tescie wytrzymatosciowym.

Przebieg testu pokazuja zdjecia ponizej. W pierwszej fazie obserwowano narastajace
ugigcie siatki pod cigzarem kolejno doktadanych niewielkich obciaznikow. Siatka catkowicie
zostala wypeliona obciaznikami (o $redniej masie 0,3 g) bez problemu utrzymata cigzar
zwigkszony do okoto 160 g. Dalsze kontynuowanie eksperymentu, az do przerwania maty i
tym samym jej zniszczenia, wymagalo obciazania wigkszymi elementami. Zerwanie siatki
nastapito dopiero przy tacznej masie obcigznikow wynoszacej 590 g.

Wykres or.& przedstawiony wyzej ilustruje charakterystyke mechaniczna nanowtokien
uzyskana w uproszczony sposdb na podstawie eksperymentu z mata, zawieszona na
drucie/’ruszcie” 1 obcigzang cigzarem w postaci ukladanych metalowych elementéw. Przebieg
eksperymentu 1 zatozenia niezbedne do obliczen wyjasnia przyktadowe zdjecie z
naniesionymi dodatkowo oznaczeniami. W obliczeniach przyjeto, ze ugigcia maty, widoczne
na kolejno wykonanych =zdjgciach, mozna w rzutach przyblizy¢ tukiem okrggu
przechodzacego przez punkty A’, B i C’. Punkty A’ i C’ leza po wewngtrznej stronie kota
wyznaczonego przez drut/’ruszt”, natomiast punkt B jest najnizej potozonym punktem
srodkowym maty. Ze wzgledu na jakos¢ zdje¢ (widoczno$¢ koncow drutu/,,rusztu’) najpierw
wyznaczany byt tuk ABC (linia czerwona naniesiona na zdj¢ciu. Pary punktow A i A’ oraz C i
C’ rozdziela odlegtos¢ 2,25mm réwna $rednicy drutu/,,rusztu”. Przy tych zatozeniach ze zdjec
mierzona byla jedynie odlegto$¢ miedzy punktami B i B’.

Odksztalcenia & wyliczone zostaty wg wzoru: g=(I-1,)/l,, gdzie [, oznacza odlegto$¢
punktow A’ i C’ (l,=63mm), a [ jest szacowana dtugoscia tuku okregu A’BC’. Naprezenia o;
wyliczone zostaty wg wzoru oy =P/ 7l, g sin(e), gdzie g oznacza grubos¢ maty zmierzona $ruba

mikrometryczng (g=25um), « jest katem nachylenia w punkcie A’ (lub C’) stycznej do tuku
A'BC'.
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Najwigksze zarejestrowane przed zerwaniem maty obcigzenie wynosito 5,7879N, a
odpowiadajace mu ugigcie (odlegtos¢ BB’) 27,2mm. Zgodnie z wyzej opisanym szacunkiem
odpowiada to naprgzeniu or=1,18MPai ugigciu &=43,86%. Warto zauwazy¢, ze
uszkodzenie struktury nastgpito nie w centrum struktury siatki, ale na krawegdzi, w miejscu
bezposrednio kontaktujacym si¢ z metalowa obrecza, w okolicy uchwytu.

7.2.2 Mata testowana na maszynie wytrzymatosciowej

Kolejne badanie wytrzymatosci mat wykonano na maszynie wytrzymatosciowej MTS
Tytron 250 (patrz Rys. 7-7). Wycigto 5 probek o wymiarach 6x40mm. Grubo$¢ maty
oszacowano ze zdje¢ SEM, wynosita okolo 52 pum. Prébki umieszczane byly kolejno w
uchwytach maszyny wytrzymato$ciowej, rozciagane ze stata predkoscia 4mm/min.

Rys. 7-7 Maszyna wytrzymatosciowa Rys. 7-8 Probka przed i po rozcigganiu.
MTS Tytron 250.

¢ d
Rys. 7-9 Zdjecia kolejnych etapow rozciqgania a-d.
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Na zdjeciach, opisanych jako rysunki 7-8 i 7-9, pokazane sa probki przed i po
rozciaganiu oraz w trakcie przeprowadzania proby wytrzymato$ciowej. Przyjmuje sig, ze
czujniki uzyte powinny by¢ stosowane dla sit nie mniejszych niz 1% ich wartosci, czyli w
przypadku uzytego 5N czujnika 0,05N. Sily mierzone dla pojedynczych widkien nie speiniaty
tego ograniczenia (maksymalne sily rejestrowane to 0,006N). Na podstawie zarejestrowanych
wynikéw wykreslono zalezno$ci napr¢zenia w funkcji odksztalcenia oraz wyznaczono
Moduty Younga. Wyniki badan zestawiono w tabelach od 7-1 do 7-3.
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Rys. 7-10 Zaleznosci o-¢ otrzymane z kolejnych prob wytrzymatosciowych mat z PLLA.
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7 Wtasnosci mechaniczne nanowtdkien

Tabela 7-1 Wyniki wytrzymatosci i modutu Younga mat.

Naprezenie max Modut Younga
[MPa] [MPa]
1 1,14 18,4
2 1,47 21,5
3 1,27 18,0
4 1,42 21,1
5 1,28 17,9
S 1,32 19,4

Tabela 7-2 Wyniki wytrzymatosci i modutu Younga wilokien z mat,
po uwzglednieniu rzeczywistego przekroju wiokien.

Naprezenie max Modut Younga
[MPa] [MPa]
1 9,4 152
2 10,5 148
3 12,1 161
4 12,1 174
5 11,7 147
§r. 10,6 156

7.2.3 Porownanie wynikow wytrzymatosci mat

Prosty test i préba na maszynie wytrzymatosciowej pozwolily wyznaczy¢ zblizone
wartosci maksymalnych naprgzen. Wartosci otrzymane z testow przeprowadzonych na
maszynie wytrzymalosciowej porownano z wielkosciami Modutu Younga i maksymalnego
napr¢zenia oraz odksztalcenia znanych elastycznych materiatow biologicznych. 1 tak
maksymalne naprgzenie bylo o okolo potowe mniejsze niz rusztowan z DNA i znacznie
mniejsze niz dla skoéry i chrzastki stawowej, warto$¢ odksztalcenia obejmowata gorne
wartosci badanych materiatéw. Modul Younga siatki z widkien miat warto$¢ porownywalna z
dolna wartoscia dla skory i okoto potowy wartos$ci dla rusztowan z DNA.

Nalezy zwrdci¢ uwage na sposob otrzymania uzyskanych wartosci. Mata z nanowidkien
mierzona byta po zewnetrznej obwiedni i traktowana jako lity materiat o grubosci 52 um. Ze
wszystkich zdjg¢ SEM wynika luzna wtoknista struktura otrzymanego silnie porowatego
materialu. Materiat zmierzony po zewngtrznej obwiedni zawierat gldéwnie powietrze, a za
wytrzymato§¢ mechaniczna odpowiadata stosunkowo niewielka ilo$¢ widkien materiatu. Dla
zageszcezenia materialu przy zachowaniu widknistej struktury uzyto rozdmuchu goracym
powietrzem opisanego dalej.

7.3 Odpornos¢ na zrywanie strumieniem goracego
powietrza

Przeprowadzono eksperyment badania odpornosci siatki z elektroprzedzonych wtokien
PLLA na zrywanie strumieniem goracego powietrza. Wykorzystano uktad pomiarowy z
poprzedniego do$wiadczenia. Jako zrodto strumienia powietrza wykorzystano suszarkg z
dwustopniowym systemem podawania powietrza. Predkos¢ przeplywu powietrza mierzono
przy pomocy elektronicznego anemometru Testo 425 migdzy anemometrem a siatka, w
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odlegtosci 2 cm od poziomu metalowej obrgczy. Zmierzone poczatkowe wartosci wyniosty w
przed siatka 0,5 m/s oraz 0,15 m/s za siatka. Siatka ulegla trwalemu wybrzuszeniu (okoto 1
cm), widocznemu na ponizszych fotografiach 1 nie powrdcita do stanu pierwotnego.
Zwigkszono predko$¢ przeplywu powietrza do 1 m/s przed siatka, obserwujac dalsze
odksztatcenie (do okoto 3 cm). Deformacja maty ustabilizowata si¢ na pewnym poziomie i w
czasie dalszego testu nie zwigkszata si¢, a anemometr ustawiony za siatka wskazywat zerowa
predkos¢ przeplywu. Temperatura powierza wydmuchiwanego przez suszark¢ osiagata okoto
60°C dla wigkszej predkosci przeptywu. Moze to powodowacé topienie i sklejanie widkien, a
co za tym idzie takze zmiang struktury i utozenia widkien. Gorace powietrze spowodowato
widoczne, trwale utwardzenie siatki.

Rys. 7-6 Zdjecia przedstawiajq uktad doswiadczalny przed testami, po utwardzeniu powietrzem
o predkosci 0,5 cm/s oraz o predkosci 1 m/s. Temperatura utwardzania: okoto 60°C.

7.3 Wytrzymatos¢ pojedynczych nanowlokien

Dla okreslenia doktadniejszej charakterystyki mechanicznej przeprowadzono pomiar
wytrzymatosci na stanowisku eksperymentalnym, gdzie wokot rozpigtego miedzy szczegkami
pojedynczego nanowlokna przeplywat gaz. Testowane widkna starano si¢ doprowadzi¢ do
catkowitego zerwania zwigkszajac jego obciazenie wywierane przez rosnacy wydatek gazu.

Na schemacie stanowiska, pokazanym na rysunku 7-11, wyr6zniono sprgzarke, zawor
kulowy, dalej przewod rozdzielajacy gaz na dwie dysze: gtéwna 1 pomiarowa, i na koncu
miernik przeplywu oraz badane wtokno. Ogo6lny widok stanowiska pomiarowego oraz jego
istotne detale pokazane sa na fotografiach zamieszczonych na rysunkach 7-12 1 7-13.

Wiékna pobierane byty z ramki do otrzymywania wiokien réwnoleglych i przeniesione
na szczgki przyklejane do ich gornej powierzchni za pomoca roztworu PEOX. Wiokna
optywane szybkim strumieniem gazu i poddane sile oporu hydrostatycznego wpadaly w
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drgania, zatem deformacj¢ zamocowanego widkna nalezato rejestrowaé szybka kamera.
Kazdemu zdjeciu towarzyszyt pomiar predkosci gazu w dyszy pomiarowej. Zdjecia byly
podstawa dla wyznaczenia zmian dhugosci zdeformowanego widkna, a zarejestrowane
predkosci stuzyty dla wyznaczenia sit obciazajacych widkno.

Zawor kulowy Sprezarka

ER  Przewezenie

Dysza Dysza
gtéwna pomiarowa

| Y

[Badane widkno| | Miemik predkosci gazu |

Rys. 7-11 Schemat blokowy uktadu pomiarowego.

Rys. 7-12 Uklad eksperymentalny do zrywania pojedynczych wiokien: a) zawor kulowy,
b) dysza pomiarowa z predkosciomierzem gazu, c) dysza ze szczekami i obiektywem kamery
(patrz Rys. 7-13).
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Rys. 7-13 Dwa widoki detalu uktadu pomiarowego (patrz Rys. 7-12): a) dysza gltowna, b)
szczeki z wloknami na gornej powierzchni, c) Zzrodto swiatta, d) obiektyw kamery.
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Zastosowano dwie dysze: gléwna, z ktorej wyptywat gaz obciazajacy wtokno, oraz
pomiarowa z predkosciomierzem gazu, w ktorej predko$¢ byla rejestrowana w czasie
rzeczywistym, bez zbednych zaklocen. W dyszy pomiarowej byto przewezenie powodujace
proporcjonalnie mniejszy przepltyw gazu niz w dyszy gltownej. Z tego powodu nalezato
przeprowadzi¢ kalibracj¢ pomiaru — odpowiednie przeliczenie zilustrowane jest na wykresie
(Rys. 7-14).

N
(6,1

[m/s]

y = 5.1882x

N
o
-

*

10

Predkos¢ w dyszy gidwnej

O T T T T
0 1 2 3 4 5
Predkos¢ w dyszy pomiarowej [m/s]

Rys. 7-14 Zaleznos¢ predkosci gazu w dyszy gtownej w funkcji predkosci
gazu w dyszy pomiarowej.

Obciazenie widkna wyliczono wedtug wzoru
F=1-c,pvidi
=5GC

gdzie F oznacza site obciazajaca widkno, a d i | oznaczaja odpowiednio $rednice i dtugos$é
zdeformowanego wiokna, Cp jest wspotczynnikiem oporu, p i V oznaczaja odpowiednio
gestos¢ 1 predkos¢ gazu. Wspotczynnik oporu liczony byt wedlug wzoru

co__ 80
°~ Re(2-log,Re)

gdzie Re oznacza liczbg Reynoldsa zalezna od lepkosci pu gazu

pvd

Re= m

Przyjmujac, ze $rednica d z zalozenia jest wielko$cia stala, napr¢zenia przenoszone
przez wiokna wyliczone zostaly wedlug wzoru o= 4F/I1d*. Odksztalcenia wynikajace z
wydtuzenia wiokna okreslano jako e=In (I/l5), gdzie |, 0znacza poczatkowa dtugo$¢ wiokna.
Na wykresach 7-15 1 7-16 pokazane sa otrzymane zalezno$ci pomig¢dzy naprgzeniami o i
odksztatceniami € testowanych wtokien.
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Rys. 7-15 Wynik testu wytrzymatosci pojedynczych wlokien o srednicy 0.9um.
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Rys. 7-16 Wynik testu wytrzymatosci pojedynczych wiokien o srednicy 1.5 um.

7.4 Porownanie wynikow dla mat i pojedynczych
widkien

Z testow wytrzymatosciowych przeprowadzonych dla mat w uproszczony sposob
wyliczono naprezenia przenoszone przez pojedyncze wtokna. Pozwala to na poréwnanie tych
wynikow z wynikami dla pojedynczych wldkien. Przy wyliczania powierzchni widkien w
przekroju poprzecznym maty przyjgto nastgpujaca procedurg. Wycigto 5 krazkdéw o $rednicy
20mm, grubosci 0,5mm z mat PLLA. Srednia masa krazkéw wyniosta 2,09mg. Przyjeto
gestosé PLLA 1,1g/em’ (przy teoretycznej 1,25 g/cm’). Wyliczono, ze widkna zajmuja
jedynie 12% objetosci krazka. Przeliczono te¢ wartos¢ na objetos$¢, jaka stanowi wiokno w
probece rozciaganej oraz na przekrdj rzeczywisty wtokna w catkowitym przekroju probki.
Przekrdj poprzeczny wtokien w probce poddawanej rozciaganiu to 3,6pum. W odniesieniu do
sity przyjeto t¢ wartos¢, a nie na caty przekrdj] maty, by obliczy¢ efektywne naprezenie
przypadajace na wtokna w macie (wyniki z tabeli 7-3).
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Tabela 7-3 Wyniki wytrzymatosci i modutu Younga pojedynczych
wiokien z rozcigganych peczkow.

Napregzenie max Modut Younga
[MPa] [MPa]
1 131 30,1
2 56 18,8
3 83 40,8
4 77 8,6
§r. 87 24,6

Naprezenia maksymalne przenoszone przez pojedyncze widkna z maty sa nizsze niz
naprezenia przenoszone przez matg, poniewaz pomiar nie uwzgledniat przekroju
rzeczywistego widkna. Wyliczenia dla pojedynczych widkien sa generowane przy pewnych
zatozeniach np. réwnej grubosci oraz gestosci maty. Atutem wydaje si¢ fakt, ze maty uzyte
przy rozciaganiu i okre$leniu ilosci wtokna w macie pochodzily z tego samego dnia
przedzenia.

Wyniki wykonanych obliczen sa zgodne z przewidywaniami, tj. pojedyncze wtokno jest
zdolne do przenoszenia wigkszego obciazenia niz wtokno w macie. Wynika to z faktu, ze
wiokna w macie sa ulozone nierownomiernie, w réznych kierunkach — bez mozliwosci
okreslenia kierunku uprzywilejowanego — zatem tylko cz¢$¢ sktadowa wypadkowej obciazenia
dziala na pojedyncze wtokno. Sily nierownomiernie roztozone na poszczegodlne wiokna
powoduja wczesniejsze zniszczenie widkien najbardziej obcigzonych.
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8 Optymalizacja wydajnosci procesu
elektroprzedzenia

Jednym z wazniejszych probleméw zwiazanych z elektroprz¢dzeniem nanowtokien,
podobnie, jak z innymi nanotechnologiami, jest wydajno$¢ procesu. Na podstawie
rozpoznania literaturowego wiadomo, ze dla podwyzszenia wydajnos$ci procesu stosowane sa
dwie metodologie: prowadzenie procesu z uzyciem jednocze$nie wielu dysz, lub uktady
bezdyszowe. W drugiej metodzie wywoluje si¢ zaburzenia na powierzchni cieczy, z ktorych
odrywaja si¢ strumienie elektroprzedzonego materialu (wykorzystuje si¢ do tego np. ciecze
ferromagnetyczne lub gaz tworzacy banki na powierzchni cieczy).

W niniejszym rozdziale opisano badania, ktorych celem byto poszukiwanie mozliwos$ci
zastosowania znanych z literatury rozwiazan, prowadzacych do podwyzszenia wydajnos$ci
procesu elektroprzedzenia, oraz okreslenie struktury otrzymanego w ten sposob materiatu. Do
elektroprzedzenia zastosowano 3% roztwor poli(tlenku etylenu), PEO, w 40% roztworze
wodno-etanolowym. Badano dwa typy uktadow: dwudyszowy i bezdyszowy.

8.1 Elektroprzedzenie w uktadzie dwudyszowym

W pierwszym z eksperymentow wykorzystano rozne warianty ukladéw z dwoma
dyszami, z ktérych rownoczesnie tworzone byly strumienie elektroprzgdzonego materiatu. W
pierwszym wariancie wykorzystano dzielnik strumienia materiatu dostarczanego z pompy do
dwoch dysz. Stwierdzono, ze proces elektroprzgdzenia nie jest stabilny. Stan réwnowagi
pomigdzy wyptywem z dysz byt nietrwaly, a dysze oddzialtywaty ze soba. Elektroprzedzenie z
dwoch dysz zasilanych z jednej pompy zawsze konczyto si¢ po kilkudziesieciu sekundach,
gdy dochodzito do zatykania wylotu jednej z dysz i druga dysza przejmowata caly
pompowany material.

Dla rozwiazania problemu spotkanego w pierwszym wariancie w drugim z uktadéw do
elektroprzedzenia wykorzystano dwie niezaleznie zasilane dysze, do ktérych roztwor podawany
byt grawitacyjnie (Rys. 8-1 1 8-2). Dysze umieszczone byly w odlegtosciach 50, 75 i 100mm.
Idea systemu opiera si¢ na patencie Formhalsa z 1944 roku. Udalo si¢ uzyska¢ w miarg stabilny
proces elektroprzedzenia i dzigki temu wykonano pomiary polegajace na sprawdzeniu
skutecznos$ci procesu dla dwoch odlegtosci pomigdzy dyszami a targetem: 10cm 1 15cm.
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Rys. 8-1 Schemat i zdjecie uktadu dwoch dysz stosowanych rownoczesnie w elektroprzedzeniu.
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Tabela 8-1 Kqt tworzony przez proste odcinki podczas elektroprzedzenia

w uktadzie dwoch dysz.
Odlegtos¢ pomigdzy | Kat pomigdzy
dyszami strumieniami
[mm] [deg]
50 23
75 20
100 26

Rys. 8-2 Elektroprzedzenie z uktadu dwoch dysz dla odlegtosci pomiedzy dyszami
10 mm, odlegtos¢ od targetu 15 cm, potencjat 18 kV.
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Rys. 8-3 Nanowtdkna otrzymane w ukladzie dwoch dysz przy odleglosci pomiedzy dyszami 75
mm, odleglos¢ od targetu — 10cm, potencjat 18 kV. Powigkszenie 20 razy.

Rys. 8-4 Nanowtokna o strukturze ,, koralikow na sznurku”, otrzymane w uktadzie
dwoch dysz przy odleglosci pomiedzy dyszami 50 mm, odlegtos¢ od targetu — 10cm,
potencjat 15 kV. Powiekszenie 100 razy.
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Na schemacie z Rys. 8-1 przedstawiono dwie dysze przytaczone do dodatniego bieguna
zasilacza wysokiego napigcia, na dole znajduje si¢ target z siatki miedzianej podiaczony do
bieguna ujemnego zasilacza i do uziemienia. Proces elektroprzedzenia rejestrowano z
zastosowaniem szybkiej kamery w celu pozniejszego wyznaczenia kata pomigdzy prostymi
odcinkami materiatu elektroprzedzonego z dwéch dysz (Rys. 8-2). Wyniki pomiarow kata
pomigdzy strumieniami przy réznych odlegtosciach zebrano w Tabeli 8-1.

Porownujac eksperymenty z trzema uktadami i analizujac katy migdzy strugami w
zalezno$ci od odlegtosci dwoch dysz mozna oceniaé, ze wobec znacznego biedu pomiaru nie
istnieje wyrazna tendencji zmiany.

Przeprowadzono rowniez pomiary, w ktorych obie dysze byty podtaczone do pradu,
ale tylko jedna z nich byta zasilana ciecza. W takim uktadzie obie dysze wptywaty na struge
wyciekajaca z dysz, przy czym jedna wywotywala elektroprzedzenie, a druga jedynie
wptywala na odchylenie strugi od poziomu. Wplyw dyszy bez cieczy byt wyrazny —
powodowat odepchnigcie strumienia i dodatkowe odchylenie prostego odcinka strugi od
pionu. Uzyskane rezultaty wskazuja, ze zachodzi oddzialywanie pomigdzy jednoimiennie
naladowanymi dyszami podlaczonym do zasilacza wysokiego napigcia. Jest to wynik zgodny
z intuicja. W badanym zakresie odlegto$ci pomigdzy dyszami stwierdzono, ze niezaleznie od
uzytej odlegtosci 50-100 mm strumienie oddzialywatly ze soba.

Probki uzyskanego materialu zbierane na szklanych ptytkach nakrywkowych
obserwowano z uzyciem mikroskopu optycznego. Badania pozwolity stwierdzi¢ obecnos¢
tylko niewielkiej ilosci nanowldkien w uzyskanym materiale, podczas gdy gldwna czgsé
materiatu byta w procesie rozpylana w postaci kropel. Na rysunkach 8-3 1 8-4 przedstawiono
zdjecia otrzymanego materiatu. Zdjgcia pokazuja, ze rdwniez struktura elektroprzedzonych
nanowlokien podlega silnemu wplywowi drugiej strugi elektroprzgdzonego materiatu.
Uzyskane nanowldkna sa znacznie gorszej jakosci niz pochodzace z uktadu jednodyszowego.

8.2 Elektroprzedzenie w ukiadzie bezdyszowym

Drugim uktadem przebadanym w celu podwyzszenia wydajnosci procesu byt system, w
ktorym strugi elektroprzedzonego polimeru tworzyly si¢ z pecherzykow powstajacych na
powierzchni elektroprzedzonej cieczy [69]. Uklad byt podtaczony do butli ze spr¢zonym
gazem dostarczanym pod powierzchnig roztworu do elektroprzedzenia. Wykorzystano dwa
zestawy eksperymentalne.

W zestawie pierwszym (Rys. 8-5) uzyto szklanego filtru z porowatym dnem,
napetnionego warstwa roztworu do elektroprzedzenia oraz argon dla wywotania potrzebnych
pecherzykow. W roztworze zanurzono izolowany drut posrebrzany podiaczony do dodatniej
elektrody zasilacza wysokiego napigcia. Biegunem ujemnym, a jednocze$nie uziemieniem,
byt target wykonany z siatki miedzianej, zawieszony nad powierzchnia roztworu. Gumowy
waz podtaczony do dolnej czgsci filtra stuzyl do dostarczania spr¢zonego argonu. Uktad
wykorzystywal  konfiguracje do elektroprzedzenia, gdzie tworzone nanowlokna
przemieszczane sa z dotu do gory.

W omawianym uktadzie nie udalo si¢ uzyska¢ nanowtokien. Prawdopodobnie byto to
spowodowane elektryzowaniem si¢ powierzchni szklanego filtra, ktére uniemozliwiato
powstanie stabilnych elektroprzedzonych strug.
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Rys. 8-6 Schemat i fotografia drugiego z zestawow do elektroprzedzenia bezdyszowego.

Wykonano drugi zestaw (Rys. 8-6), w ktorym uzyto polistyrenowych pojemnikéw o
$rednicy 45 mm 1 trzech testowanych wysokos$ciach (h= 25mm, 40 mm i 55 mm). Dno
pojemnika przebito igla podiaczona do dodatniego bieguna zasilacza wysokiego napigcia. Igta
stuzyta réwniez do dostarczania sprezonego argonu stuzacego do tworzenia pgcherzykow na
powierzchni roztworu. Koniec igly dochodzil bardzo blisko powierzchni cieczy, ale stale byt
zanurzony. W badanym uktadzie uzyto napig¢ z zakresu 15-20 kV.

Dos$wiadczalnie stwierdzono, ze dla nizszych wartosci potencjalu nie dochodzito do
elektroprzedzenia, a dla wyzszych roztwor byt jedynie rozpylany i nie tworzyly si¢
nanowtokna. Drugim z badanych parametréw byta odlegto$¢ pomiedzy brzegiem naczynia a
targetem. Proces elektroprzedzenia zachodzit dla odlegtosci 25-100 mm, lecz nie we wszystkich
probach udato si¢ zaobserwowa¢ witokna. W tabeli 8-2 przedstawiono zestawienie przyjgtych
do do$wiadczen parametrow, w ktorych elektroprzedzenie miato miejsce i zebrano probki.

Na rysunkach 8-7 do 8-9 zestawiono fotografie z mikroskopu optycznego
przedstawiajace nanowldkna otrzymane w procesie elektroprzedzenia bezdyszowego. W
kazdym z prezentowanych przypadkéw w eksperymencie stosowano potencjat 20kV.
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Tabela 8-2 Zestawienie eksperymentow dla elektroprzedzenia bezdyszowego

Wysokos¢ . .| Odlegtosc naczynia
nzczynia Napiccie fd targetu g
[mm] [kV] [mm]
25 20 90
40 20 100
40 20 90
40 20 80
40 20 60
40 15 60
55 20 55
55 20 70

Rys. 8-7 Witokna otrzymane w procesie elektroprzedzenia bezdyszowego. Parametry procesu.
odlegtos¢ od targetu 90mm;wysokos¢ naczynia 25mm. Powiekszenie 20x.

Rys. 8-8 Wiokna otrzymane w procesie elektroprzedzenia bezdyszowego. Parametry procesu.
odlegtos¢ od targetu 90mm;wysokos¢ naczynia 25mm. Powiekszenie 100x.

.
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Rys. 8-9 Wiokna otrzymane w procesie elektroprzedzenia bezdyszowego. Parametry procesu.
odlegtos¢ od targetu 80mm;wysokos¢ naczynia 40mm. Powiekszenie 20x.
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Elektroprzedzenie w uktadzie bezdyszowym wymaga wigcej pracy przy okresleniu
optymalnych parametréw — eksperymenty pokazuja, ze t¢ trudno$¢ udaje si¢ jednak pokonac.
Optymalizowa¢ nalezy zard6wno wielkos$¢ naczynia, odlegtos¢ od targetu, potozenie wewnatrz
naczynia igly dostarczajacej pgcherzyki gazu, jak rowniez samo cis$nienie gazu.
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9 Optymalizacja pola elektrostatycznego

Omowienie badan w niniejszym rozdziale poswigcone jest analizie r6znych systemow
odbierania widkien. Powodem analizy jest obserwacja, ze wykorzystujac targety réznego
rodzaju mozna wptywa¢ na rownomierno$¢ pokrycia powierzchni wtoknami, a takze na
struktur¢ widkien otrzymywanych w procesie elektroprzedzenia. Dla zbadania tego wplywu
przeprowadzono odpowiednie testy eksperymentalne i numeryczne. Analizowano rozne
uktady, w tym kladac gtéwny nacisk na wariant z dodatkowa elektroda, ktorej zadaniem byto
skupienie wiazki elektroprzedzonych nanowltdkien na targecie.

9.1 Analizowane systemy elektroprzedzenia
nanowldkien

Analizowano pi¢¢ podstawowych systemow odbioru nanowtokien i ich wplyw na
jakos¢ produkowanego materiatu. Przedmiot analizy 1 wyniki sa szczegélowo omoéwione 1
pokazane ponize;j.

9.1.1 Uktad standardowy.

Standardowym targetem uzywanym w do$wiadczeniach bylo mikroskopowe szkietko
nakrywkowe, umieszczone na uziemionym rusztowaniu z Kkrzyzujacych si¢ drutéw, w
odlegtosci 15 cm od wylotu z dyszy. Uktad taki pozwala na w miar¢ rownomierne pokrycie
szkietka wtoknami.

Rys. 9-1 Standardowy ukitad do odbioru elektroprzedzonych witdkien.

9.1.2 Metalowy pret o przekroju kotowym

Zastosowanie metalowego preta pozwala na dodatkowe skoncentrowanie wiokien na
obszarze szkietka znajdujacym si¢ bezposrednio nad metalowa powierzchnia prgta. W tym
obszarze uzyskuje si¢ gesta sie¢ wiokien, pozostate obszary szkietka pokrywane sa widoknami
w bardzo nieznacznym stopniu. W eksperymentach wykorzystano pret o Srednicy 10mm.
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Rys. 9-2 Uktad do elektroprzedzenia z targetem w postaci metalowego preta.

9.1.3 Ruchomy target - obracajacy sie walec

Mozliwe jest rowniez zbieranie wldkien bezposrednio na uziemiony, obracajacy sig
walec, pokryty folia aluminiowa. Dodatkowa mozliwo$¢ przesuwania walca wzgledem dyszy
pozwala na rownomierne pokrycie powierzchni folii oraz uzyskanie mozliwie pojedynczej
warstwy witdkien. Zastosowanie folii aluminiowej znacznie utrudnia obserwacj¢ uzyskanego
produktu pod mikroskopem optycznym. Uzyskane siatki mozna obserwowaé pod
mikroskopem optycznym jako materiat zdjgty z folii.

Rys. 9-3 Ukiad do elektroprzedzenia z targetem w postaci obracajqcego sie walca.

9.1.4 Uktad rownoleglych drutéw - otrzymywanie
widkien rownolegtych.

Kolejnym badanym uktadem byt system zlozony z dwodch réwnoleglych pretow.
Odpowiednie zdjgcie pokazano we wczesniejszym rozdziale raportu, przy omawianiu budowy
stanowiska. Zastosowanie tego ukladu umozliwia uzyskanie sieci rdwnolegltych wldokien
rozpigtej migdzy pretami.
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9.1.5 Zastosowanie walca skupiajacego struge widkien.

W celu poprawienia kontroli strugi wychodzacej z dyszy i1 uzyskania lepszej kontroli
pokrywania targetu wtdknami, do standardowego uktadu do elektroprz¢dzenia dodano walec
wykonany z folii z poliwgglanu. Badano wptyw parametréow takiego uktadu na kat rozwarcia
stozka Fi 1 dlugo$¢ odcinka prostego d. Parametrami staltymi uktadu byty: napigcie U
przytozone do uktadu (5 kV), odleglos¢ targetu od wylotu z dyszy H (15 cm) oraz natgzenie
przeptywu cieczy ttoczacej Q (900 pL/min). Parametrami zmienianymi byly: wysokos$¢ walca L,
promien walca R oraz odleglo$¢ Dx dolnej krawgdzi walca od wylotu z dyszy.

Uktad schematycznie przedstawiono na Rys. 9-4.

Rys. 9-4 Uktad walcem.

Monitorowano warto$ci pradu przeplywajacego przez uktad w trakcie trwania procesu.
Nie zaobserwowano zadnej zalezno$ci monitorowanych wartosci pradu w zaleznosci od
zmienianych parametrow uktadu. We wszystkich przypadkach wartosci te nie ustalaty si¢ w
trakcie procesu, wahajac si¢ od 10 do 20nA, Proces elektroprzedzenia obserwowano przy
uzyciu szybkiej kamery, a pomiaréw wartosci kata Fi oraz dlugosci odcinka d dokonano na
podstawie pojedynczych zdje¢ zarejestrowanych przez kamerg. Wyniki zestawiono w Tabeli
9-1. Na podstawie uzyskanych danych badano zalezno$¢ wielko$ci kata Fi oraz diugosci
odcinka d od odleglosci Dx. Wykonano seri¢ wykreséw dla réznych wartos$ci promienia R,
dhugosci L 1 odleglosci Dx.

Tabela 9-1.

B R I [ d fi 5 R L. | IDx d fi i R L |Dx d fi
[cm]|[cm]|[cm]| [mm] | [st] [cm]/[ecm]/[cm]| [mm] | [st] [cm]/[ecm]/[ecm]| [mm] | [st]

1 3 5 0 13 58 17| 3 1 2 13 30 33| 2 1 1 10 70
2 3 5 1 12 73 18| 3 1 3 13 35 34 | 2 1 2 9 51
3 3 5 2 k1 44 19| 2 5 0 26 39 35| 2 1 3 9 55
4 3 5 3 9 32 20| 2 3 1 26 43 361 5 0 18 81
5 3 4 0 17 2 21 | 2 5 2 26 22 371 1 5 1 36 28
6 3 4 1 10 51 22| 2 4 0 23 33 38 1 S 2 42 13
7 3 4 X 7 33 23| 2 4 1 25 39 39 1 4 0 23 27
8 3 3 0 21 29 24| 2 4 2 29 30 40| 1 3 0 19 72
9 3 3 i 17 37 25| 2 3 0 19 33 41| 1 3 1 22 60
10 3 3 4 8 50 26| 2 3 1 13 64 421 1 3 2 40 15
11| 3 2 1 11 89 27| 2 3 2 20 31 43| 1 2 0 13 79
12| 3 2 2 13 33 28| 2 3 3 56 36 44| 1 2 1 14 84
13| 3 7 3 13 42 29| 2 2 0 8 76 45| 1 2 2 63 21
14| 3 2 4 8 62 30| 2 2 1 8 75 46| 1 1 0 12 106
15| 3 I 0 14 38 31| 2 2 2 13 48 47| 1 1 1 29 81
16| 3 ] 1 14 35 32| 2 1 0 9 37 48| 1 1 7 38 23
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Ponizej zaprezentowano zestawienie wykresoOw obrazujacych zalezno$ci umieszczone w

Tabeli 9-1.

d [mm]

d [mm]

d [mm]

Wykres zaleznosci dlugosci odcinka prostego od odlegtosci Dx dla R = 1 cm
70

| =5
=4
V-L=3
A =2
> =1
0
0 0,5 1 15 2 25
Dx [cm]
Rys. 9-5
Wykres zaleznosci diugosci odcinka prostego od odlegtosci Dx dla R = 2 cm
60
v
50
40
| =5
<=4
30 / _
— a V- L=3
/ | =
20V v > =1
v /
) — — P>
0
0 0,5 1 15 2 25 3 35
Dx [cm]
Rys. 9-6

Wykres zaleznosci diugosci odcinka prostego od odlegtosci Dx dla R = 3 cm
25

\
20
v
o - =5
< =4
v L=3
10 =L=2
<=1

0 05 1 15 2 25 3 35 4 45
Dx [cm]

Rys. 9-7
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Wykres zaleznosci wielkosci kata rozwarcia stozka od odlegtosci Dx dla R =1 cm
120

v
z 60 V- ™L=5
= <+ L=4
V- L=3
40 | =2
> =1

<

Dx [cm]
Rys. 9-8

Wykres zaleznos$ci wielkosci kata rozwarcia stozka od odlegtosci Dx dla R = 2 cm

90

80

70
V.

60

50 | =5
) - L=4
= 40 V- L=3

v
| =2

* > L=1

20

10

0

0 05 1 1,5 2 25 3 35
Dx [cm]
Rys. 9-9

Wykres zaleznosci wielkosci kata rozwarcia stozka od odlegtosci Dx dla R = 3 cm

100

90

80

70

. /
= & =5
= v
2 L=
=

40 V- L=3

A L=2
30 > =1

20

Dx [cm]

Rys. 9-10
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Wykres zaleznosci diugosci odcinka prostego od wysokosci walca dla R =1 cm

70

V.
60
50
\ v
40
T v
£ - Dx=0cm
T 5 - Dx=1cm
V- Dx=2cm
20
10
0
05 1 1.5 2 25 3 3.5 4 45 5 55
L [cm]
Rys. 9-11
Wykres zaleznosci diugosci odcinka prostego od wysokos$ci walca dla R =2 cm
60
50
40
€ -
g 90 v - Dx=0cm
o - Dx=1cm
V- Dx=2cm
20 = Dx=3cm
v
10
0
05 1 1,5 2 25 3 35 4 45 5 55
L [em]
Rys. 9-12
Wykres zaleznosci diugosci odcinka prostego od wysokosci walca dla R = 3 cm
25
20
15
rg % V 48 Dx=0cm
= < v - Dx=1cm
10 A V- Dx=2cm
— - Dx=3cm
v = Dx=4cm

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55
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Wykres zaleznosci wielkosci kata rozwarcia stozka od wysoko$ci walca dla R = 1 cm

120

100

& Dx=0cm
< Dx=1cm
V- Dx=2cm

fi [st]

40

20 v

L [cm]

Rys. 9-14

Wykres zaleznosci wielkosci kata rozwarcia stozka od wysokosci walca dla R =2 cm
90

80
70
60

50 4% Dx=0cm
- Dx=1cm
V- Dx=2cm

& Dx=3cm

fii [st]

40

30

20

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55

L [cm]
Rys. 9-15

Wykres zaleznosci wielkosci kata rozwarcia stozka od wysokosci walca dla R = 3 cm

100
90
80
70

60

- - Dx=0cm

K - Dx=1cm
= v

%0 V- Dx=2cm

> A Dx=3cm

30 v - Dx=4cm

20

0,5 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55

L [ecm]

Rys. 9-16
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9.1.6 Elektroprzedzenie na powierzchnie wody

Elektroprzedzenie wlokien bezposrednio na powierzchni¢ wody daje mozliwo$¢
tworzenia wielowarstwowej struktury wtokien, ktora zostaje zachowana po wyjeciu z wody 1
osuszeniu. Dodatkowe zastosowanie mieszania mieszadlem magnetycznym, umieszczonym
na dnie zbiornika z woda sprzyja powstawaniu struktur o regularnym ksztatcie krazka. Uktad
przedstawiono na Rys. 9-17.

Rys. 9-17 Siatki z wiokien powstajqce podczas elektro przedzenia na wode.

Przedzenie na wodg¢ wykorzystane zostalo takze w probach uzyskania krotkich
odcinkow wiokien, ktére planowano wykorzystaé do obserwacji mikroprzeptywow. W tym
celu stworzono uktad majacy umozliwi¢ bezposrednie cigcie widkien elektroprzedzonych na
wodg, za pomoca pegcherzykdw gazu wydobywajacego si¢ spod powierzchni wody.
Wykorzystano standardowy uklad do elektroprzedzenia, zastgpujac metalowy target
zbiornikiem z woda destylowana. Powierzchnia wody znajdowata si¢ w odlegtosci 15 cm od
wylotu z dyszy. Srednica zbiornika wynosita 15cm. W zbiorniku umieszczono system rurek
doprowadzajacych powietrza lub argonu z butli (Rys. 9-18).

Rys. 9.18 Uklad do elektroprzedzenia z systemem doprowadzajqcym gaz
pod powierzchnie wody.
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Jako polimer tworzacy witokna zastosowano poli(L-laktyd), PLLA, z dodatkiem
poli(tlenku etylenu), PEO lub uktadu surfaktant — stabilizator emulsji. Wtokna polimerowe na
potrzeby takiego eksperymentu powinny by¢ nierozpuszczalne w wodzie a uzyty
rozpuszczalnik powinien umozliwi¢ rozpuszczenie Rodaminy B w roztworze polimeru.
Rodamina B, bgdac barwnikiem fluorescencyjnym, utatwi obserwacje przeptywow widkien
polimerowych w mikrokanale.

Proby uzyskania krotkich odcinkow wildkien przeprowadzono dla nastepujacych
roztworow:

1) PEO (1,25%) + PCL (1,25%) w chloroformie.

Dla tego roztworu obserwowano bardzo stabilny proces przgdzenia, ale staba
zwilzalno$¢ wiokien powodowata zbieranie si¢ duzej ilosci witdkien na powierzchni
wody i ich sklejanie.

2) PLLA (4%) w chloroformie.

Proces przedzenia byl niestabilny, uzyskano witokna z defektami (,koraliki na
sznurku”), stabo zwilzalne tak jak w przypadku poprzedniego roztworu.

3) PLLA (4%) w chlorku metylenu (CH,Cl,) z dodatkiem octanu etylu (6:1)
Obserwowano bardzo niestabilny proces przg¢dzenia.

Dla powyzszych roztworéw obserwowane pod mikroskopem probki wody pobranej ze
zbiornika nie zawieraly wldokien, by¢ moze z powodu stabej zwilzalno$ci i1 zlepiania
si¢ wszystkich ew. powstaltych odcinkéw wildkien na powierzchni wody. W celu
zwigkszenia zwilzalno$ci wykorzystano roztwor zawierajacy surfraktant.

4) PLLA (4%) w chlorku metylenu z octanem etylu (5:1) z dodatkiem
seskwioleinianu (sesquioleate sorbitan, Aldrich) sorbitanu jako surfraktanta i kopolimeru
akrylanu z akrylanem etanoloaminy(Eudragit RSPO, Rohm) jako stabilizatora emulsji.

Proces przedzenia byl niestabilny, za to widkna, dzigki dodatkowi zwilzacza, byty
lepiej zwilzalne 1 wnikaly pod powierzchni¢ wody latwiej niz w przypadku
poprzednich roztwordw, jednak rowniez w tym przypadku pobrane ze zbiornika
probki wody nie zawieralty pojedynczych widkien.

Wobec niepowodzen poprzednich eksperymentdw przeprowadzono probg cigcia
wiokien na ptytce szklanej za pomoca skalpela. Wykorzystano rownolegle widékna PLLA
(14,5% PLLA w CHCIL;,/DMF w stos. 10:1) uzyskane z uzyciem targetu w postaci
rownolegtych drutow. Wlokna zawieszone migdzy drutami zebrano na szkietko
mikroskopowe, zachowujac ich réwnolegle utozenie. Cigcie wiokien przy pomocy skalpela,
przy odpowiednio mocnym os$wietleniu lub bezposrednio pod obiektywem mikroskopu
pozwala na uzyskanie wtokien o dlugosciach wystarczajacych do wstgpnych eksperymentéw
z mikrokanatami, jednak uzyskiwane sa wtdkna o duzym rozrzucie dtugosci, w tym witokna
dlugie, zatykajace kanaly i uniemozliwiajace dalszy przeplyw, dlatego opracowywana jest
bardziej kontrolowana metoda otrzymywania krotkich odcinkéw wtokien. Wyniki badan
przeptywdéw w mikrokanale opisano w odrebnej publikacji.
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9.2 Optymalizacja geometrii ukiadu elektrod i pola
elektrycznego

Przeprowadzono badania majace na celu zbadanie zalezno$ci parametréw procesu
elektroprzedzenia nanowtokien polimerowych od parametrow uktadu. Standardowy uktad
pomiarowy sklada si¢ ze zrodta napigcia, strzykawki zawierajacej roztwor polimeru i
zakonczonej igla (dysza), do ktorej przytozone jest napigcie oraz uziemionego targetu. W celu
uzyskania lepszej kontroli strugi wychodzacej z dyszy, do ukladu dodano dodatkowy
pierscien, podtaczony do niezaleznego zrédta napigcia, ktory pehit role elektrody sterujace;.
Przeprowadzono réwniez symulacje rozkladu pola elektrycznego dla réznych konfiguracji
uktadu. Do badan wykorzystano 7,4 % roztwor PEO w wodzie.

9.2.1 Wplyw dodatkowego pierscienia. R6zne napiecia
przylozone do dyszy i pierscienia

Badano wplyw r6znicy napi¢¢ przytozonych do dyszy (Ud) i do pierscienia (Ur), przy
zerowym napigciu targetu, na parametry charakterystyczne dla procesu elektroprzedzenia —
kat rozwarcia stozka i1 dlugo$¢ odcinka prostego. Badania przeprowadzono dla trzech wartosci
napie¢ Ud: 6 kV, 8 kV 1 10kV, dla kazdej z tych wartos$ci zmieniano warto$¢ napigcia
przytozonego do pierécienia. Pierscien o $rednicy 15 cm umieszczono na poziomie wylotu z
dyszy. Zastosowano standardowy system odbierania widkien — uziemione rusztowanie z
krzyzujacych si¢ drutow. Eksperyment monitorowano mierzac wartosci pradu (odpowiednio
Id i Ir). Uzyskane wyniki zestawiono w Tabeli 9-2.

Na rysunkach ponizej zobrazowano zalezno$ci opisane w Tabeli 9-2.

Wykres zaleznos$ci diugosci odcinka prostego
od napiecia dyszy przy roznych napigeciach pierscienia

- kv
> 8kV
¥ 10kV

Dtugos¢ [mm]

Napiecie [kV]

Rys. 9-19
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Wykres zaleznosci kata rozwarcia stozka od napigcia dyszy
dla trzech réznych wartosci napiecia pierscienia

200,0
180,0
160,0
140,0
120,0
- ekV

= 8kV
v 10kvV

100,0

Kat [st]

Napiecie [kV]

Rys. 9-20

Z przedstawionych wykreséw wynika zgodny z intuicja spadek zaréwno diugosci
odcinka prostego jak i kata rozwarcia stozka dla wartosci napigcia zblizajacych si¢ do
warto$ci napigcia przytozonego do pierscienia (elektrody sterujace;j).

Tabela 9-2
[kV] | [nA] | [&V] | [nA] Rl [deg] [kV] | [mA] ] [kV] | [nA] Eon] (deg]
] 23 0 =15 44 175 g 17 g 0.3 68 23
6 34 1 =20 4 92 g 12 o 0,15 70 10
6 32 2 0.3 48 89 10 244 1 =178 51 73
6 25 4 0.3 41 61 10 Q6 2 -13 53 75
6 20 5 0.1 48 40 10 44 3 3.9 56 36
6 13 [ 0.1 56 30 10 41 4 1.5 57 29
6 12 T 0.1 58 20 10 43 5 -1 67 85
8 44 0 =30 43 125 10 32 6 0 T4 73
g g 1 -12 46 111 10 20 T 0.4 76 68
8 40 2 -0.5 54 Q5 10 40 g 0 65 60
8 37 3 -0.3 a0 a1 10 38 9 -0.6 69 49
8 34 + -0.4 56 79 10 34 10 1.5 80 44
8 30 5 -0.0% 57 66 10 24 11 1.5 99 35
g 25 (4] 0 55 50 10 19 12 3.5 103 30
8 20 7 0.05 62 31 10 13 13 6.9 143 20

Pewnym zaskoczeniem byla kontynuacja procesu przy napigciu dyszy ponizej
przytozonego do elektrody sterujacej, zazwyczaj nieprzekraczajaca 1 kV, za$ dla napigcia
dyszy 10 kV elektroprze¢dzenie trwato nadal az do chwili, kiedy elektroda sterujaca osiagneta
napigcie 13 kV.

9.2.2 Wplyw zmian napiecia przylozongo do pierscienia
umieszczonego pomiedzy dysza a targetem.
Zmienna polaryzacja elektrod

Badano, jaki wplyw na parametry przedzenia ma rdznica napie¢ migdzy dysza (Ud),

pierScieniem (Ur), oraz targetem (Ut), jak rowniez wysoko$¢ (Hr) i promien pierscienia R.

Przeprowadzono réwniez badania wptywu polaryzacji elektrod na proces elektroprzedzenia

oraz na $rednicg widkien. Wyniki przedstawiono w Tabeli 9-3.
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Tabela 9-3
; kat.
v | ur|Ud| R | Br | B4 Qiﬁ;ggm; Gdwadiia
(Y] | (Y] | (&Y | [cm] | [cm] | [cm] stozka
[mm]
[dez]
0 | 2| 7 |56 | 15| %o 56
9 | 5 | 7 | e |15 %6 50
HAEAERE AN 1.0 30
b L5 L3 53 L] =0 27
b .7 LI LB LS L5 2 36
8 L2 1 LB L0 5] s 51
HENEAE3E 12.0 33
D ' % 7 5[0 12.0 27
5 | © | 6 [75] 3 140 73
0 ¥l = | = [ | 580 34
0 1 - | - | 55| #h0 60
B 1= Lol =1=13|:8 E
0 | 51 7 1751 4 | 8| 346 38
0 cHNENERE O 36
1 8 L= L - L5, 750 70
) 6§ | - | - | 5| 200 62
; T - T - T 10 &4
3 6 | - | - [ 15| 120 3
35 5 =1 = B 59 26
18 Bl =0 =5 . :

9.3 Symulacje rozkiadu pola elektrycznego

Ponizej prezentowane sa wyniki symulacji rozkladu pola elektrycznego otrzymane
metoda elementow skonczonych z zastosowaniem programu FEMM (Finite Elements Method
Magnetics, [124]). Modelowanie przeprowadzono dla uktadu standardowego, zastosowanego
w eksperymentach, oraz dla uktadow z uzyciem dodatkowej elektrody (elektrody kierujacej)
pomagajacej skoncentrowac tworzace si¢ widkna na targecie.

Isosurface: Electric potential [V] Stream line: Electric field Max:475.006
[]475.006

[]425.008

[T]375.005

325.004

275.004

225003

175.002

[]125.002

[ ]75.001

e 55
Min: 25.0

Rys. 9-21 Linie pola i linie stalego potencjatu (izopowierzchnie) w uktadzie standardowym.

Raport z wykonania projektu KBN nr N 508 031 31/1740 129



9 Optymalizacja pola elektrostatycznego

Isosurface: Electric potential lsosurface Color: Electric potential V]

Max: 450

7200

7250

150

100

Min: 50.0

Rys. 9-22 Izopowierzchnie potencjatu z elektrodq kierujqcq na 500V.

Isosurface: Electric potential lsosurface Color: Electric potential V]

M_N
<

Rys. 9-23 Izopowierzchnie potencjatu z elektrodq kierujqcq na 500V widziane z innej

perspektywy.
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Isosurface: Electric potential lsosurface Color: Electric potential [V1  Stream line: Electric field

Max: 450

400

350

7300

7250

1200

Min: 50.0

Rys. 9-24 Izopowierzchnie potencjatu + linie pola elektrycznego z elektrodq kierujqcq na 500V.

Isosurface: Electric potential lsosurface Color: Electric potential [V] Stream line: Electric field

Max: 450

400

350

7300

7250

7 zo0

Min: 50.0

Rys. 9-25 Powiekszenie centralnej czesci poprzedniego rysunku — widac, ze jest pewien zakres
katow brytowych, takich, Ze streamline'y zakrecajq do wnetrza elektrody sterujqcej, co

powinno stabilizowac wirujqcq struge.
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Stream line: Electric field

Rys. 9-26 Linie pola elektrycznego z uziemieniem na elektrodzie sterujqcej.

Isosurface: Electric potential [V] Stream line: Electric field Max:463.333
483333

[ 450

[]416.667

[]383.333

350

316.667

283.333

250

216 667

183333

[150

[116.667

[]82.232

50

—1E.667
Min: 16.667

Rys. 9-27 Elektroda sterujqca jest uziemiona. Rysunek z dodanymi izopowierzchniami
potencjatu. W konfiguracji tej ,, dotek” jest teraz zwrocony w drugq strone, co odpowiada
osadzaniu sie polimeru na elektrodzie sterujqcej.

Wykonane symulacje pokazuja ksztatty pola elektrycznego wystepujacego podczas
elektroprzedzenia. Modelowanie ksztattu pola moze by¢ uzyteczne w planowaniu
eksperymentdéw z zastosowaniem roznych typow i konfiguracji elektrod pomocniczych.

Wyniki sa zgodne z intuicja, dla przypadkdéw rosnacego napigcia okraglej elektrody
dodatkowej proces moze biec normalnie lub moze doj$¢ do stochastycznego wyrzutu strugi
do gory z okrazeniem okraglej elektrody na drodze do uziemienia.
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9.4 Whnioski - wptyw parametrow ukladu na proces
elektroprzedzenia

Z przedstawionych powyzej danych wynikaja nast¢pujace wnioski:

e ze wzrostem napigcia przytozonego do dyszy wzrasta dlugos$¢ odcinka prostego,

e ze wzrostem napigcia przytozonego do dyszy maleje warto$§¢ kata rozwarcia stozka
tworzonego przez elektroprzedzone nanowtokna,

e przy stalym napigciu przylozonym do dyszy, ze wzrostem napigcia przytozonego do
pierscienia dtugo$¢ odcinka prostego rosnie,

e przy stalym napigciu przylozonym do dyszy, ze wzrostem napigcia przytozonego do
pierscienia wartos$¢ kata rozwarcia stozka utworzonego przez wtdkna maleje,

e wldkna otrzymane w procesie prz¢dzenia przy napigciach ujemnych sa ciefisze niz wtdkna
przedzone przy napigciu dodatnim, réwnym co do modutu napigciu ujemnemu.
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10 Badania elektroreologiczne

Badanie nad mozliwoscia wystapienia efektow elektroreologicznych podjgte zostaty z
uwagi na fakt, ze mozliwe jest ich pojawienie si¢ przy wysokich warto$ciach potencjatu
elektrycznego podczas elektroprzgdzenia. Gorne warto$ci potencjatow stosowanych w
procesie elektroprzedzenia obejmuja zakres, w ktérym pojawiaja si¢ wiasciwosci
elektroreologiczne. Z tego powodu przewidywano, ze powinny mie¢ one wptyw na zmiang
lepkosci stosowanego roztworu zaleznie od przytozonego potencjalu. Efekt taki bylby
charakterystyczny dla polimeru i rozpuszczalnika, a takze ewentualnych dodatkéw substancji
jonowych (kwasow, zasad, soli), mogacych wchodzi¢ w reakcje z tancuchami polimeru.
Znalezienie 1 oszacowanie wielkosci charakterystycznych dla efektow elektroreologicznych
pozwolitoby na dodanie poprawki pomagajace w ulepszeniu modelu procesu
elektroprzedzenia.

Badano zachowanie wzorcowego polimeru w procesie elektroprzedzenia — poli(tlenku
etylenu) PEO w roztworze wodno-etanolowym, dla gornych wartosci potencjatu stosowanego
w procesie elektroprzedzenia. Dla wzmocnienia poszukiwanych efektéw do roztworu dodano
niewielka 1ilo$¢ soli. Mierzono czas przeptywu okre$lonej objetosci roztworu do
elektroprzedzenia przez pipete (pipeta byta odwrdcona, na catej uzytej do pomiaru dtugosci
miata jednakowa S$rednice). Zmierzone warto$ci czasu wykazywaty dryf spowodowany
odparowaniem etanolu z uktadu rozpuszczalnikéw, w zwiazku z tym nie stosowano typowe;j
metody polegajacej na usrednianiu 3 do 5 pomiaréw. Nastepnie w tym samym ukladzie
eksperymentalnym wlaczano typowej wartosci napiecie (20 kV) i ponownie wykonywano
pomiar czasu.

Zestaw pomiarowy wykorzystywat dwie konfiguracje:

Konfiguracja I — z typowa roznica potencjatu (jak w uktadzie do elektroprzedzenia).
Elektroda ,,+” umieszczona ponad pipeta; uziemienie w odlegtosci 10 cm od elektrody
(wyptyw roztworu do uziemionej zlewki).

Konfiguracja II — z duzo wyzszymi warto§ciami potencjatu.

Napigcie przylozone w kierunku prostopadtym do przepltywu; uktad dwodch elektrod
ztozony z pipety owinigtej folia aluminiowa (elektroda ,-") 1 wewngtrznie,
koncentrycznie umieszczonej kapilary z drutem posrebrzanym (elektroda ,,+7);
potencjat 20-40 kV/ecm uzyskany przy zastosowaniu elektrod w odlegtosci 0,5 cm
(Srednica pipety 1 cm) i napigciu 10-20kV; folia aluminiowa o dlugosci 15 cm,
owijajaca pipetg, umieszczona poza odcinkiem pomiarowym, wykorzystana jako
uziemienie.

Dla konfiguracji I przeprowadzono eksperyment z uzyciem 3% roztworu PEO (4-105
Da) w ukladzie rozpuszczalnikow 40% etanol/woda. Wykonano cztery pomiary czasu
wyplywu cieczy z kapilary bez wlaczonego napigcia. Po wilaczeniu napigcia 25 kV przy
potencjale 2,5 kV/cm wykonano 4 kolejne pomiary. Wyniki przedstawiono w tabeli ponizej.
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Tabela 10-1 Czas wyptywu roztworu PEO dla konfiguracji I

Lp. 1 2 3 4 5 6 7
Napigcie [kV] 0 0 0 25 25 25 25
Czas [s] 35,36 | 35,72 | 36,14 | 36,20 | 37,01 | 37,19 | 37,68

Tabela 10-2 Czas wyptywu roztworu PEQO dla konfiguracji 11
Lp. 1 2 3 4
Napigcie [kV] 0 0 10 0
Czas [s] 32,00 | 33,05 | 32,14 | 30,30
Tabela 10-3 Konfiguracja Ila
Lp. 112 (3|4]5
Czas/s 61|61 |75|83]76
Napigeie/kV | 0 | 0 | 0 [20] O

Tabela 10-4 Konfiguracja IIb
Lp. 1 2 3 4 5
Czas/s 104 [ 104 | 119 | 127 | 119
Napigcie/kV | 0 0 0 |20 O

Zmierzone czasy wykazywaty dodatni dryf, tj. wydluzanie procesu wyptywu,
spowodowany odparowaniem rozpuszczalnika — etanolu. Wartosci przed 1 po wlaczeniu
napigcia nie odbiegaly od siebie w granicach doktadnosci eksperymentu, a zatem nie
zaobserwowano wtasciwosci elektroreologicznych roztworu.

Dla konfiguracji II przeprowadzono eksperyment z uzyciem 3% roztworu PEO (4-105
Da) w uktadzie rozpuszczalnikow 40% etanol/woda. Wykonano dwa analogiczne pomiary jak
poprzednio najpierw bez napigcia, a nastgpnie z napigciem 10 kV przy potencjale 20 kV/cm
wykonano kolejne pomiar. Nastgpnie napigcie wylaczono 1 wykonano kolejny pomiar czasu
wyptywu. Wyniki przedstawiono w tabeli ponize;j.

Uzyskane wyniki nie odbiegaly od siebie w granicach dokladnosci eksperymentu.
Oznacza to, ze podczas procesu elektroprzedzenia nie daje si¢ zaobserwowaé wlasciwosci
elektroreologicznych badanego roztworu.

Nastgpny eksperyment przeprowadzono z uzyciem roztworu do elektroprz¢dzenia
zawierajacego 3% wagowych PEO (4105 Da), i 0,1% chlorku sodu NaCl (proporcja
polimer:sol rowna 30:1) w uktadzie rozpuszczalnikow 40% etanol w wodzie. Dodatek soli
miat za zadanie wytworzenie fadunku na elektrycznie obojetnych tancuchach PEO (przez
utworzenie kompleksu z jonami Na+). Natadowane elektrycznie tancuchy polimeru powinny
»odczuwac” silne zewngtrzne pole elektryczne, co zmieniloby charakterystyke reologiczna
uktadu. Dla konfiguracji II przeprowadzono eksperymenty z ré6znym utozeniem uziemiajacej
folii aluminiowej. W ten sposob uzyskano dwa warianty konfiguracji II: wariant a — gdy
owinigty odcinek pipety znajdowat si¢ 5 cm od jej konca, wariant b — gdy owinigty odcinek
pipety byt potozony 20 cm od jej konca i mierzono wyplyw wigkszej ilosci roztworu, na
dtuzszym odcinku pomiarowym. Dla kazdej konfiguracji wykonano trzy pomiary bez
napigcia, nastgpnie jeden przy napigciu 20 kV (potencjat 40 kV/cm), po czym dla pordwnania
wykonano jeszcze jeden pomiar bez napi¢cia. Wyniki przedstawiono w tabelach ponize;j.
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Pomiary dla obu konfiguracji pokazaty silny dryf (poréwnaj np. pomiar 2 wzgledem
pomiaru 3 dla konfiguracji Ila lub IIb) i zmiang lepkosci, za ktéra mogly by¢ odpowiedzialne
zjawiska elektroreologiczne (poréwnaj np. pomiary 3, 4 1 5 dla konfiguracji Ila lub IIb).
Widaé, ze efekty elektroreologiczne sa niewielkie, ale mimo wszystko wigksze od zmian
zachodzacych bez napigcia.

Przebadano zachowanie elektroreologiczne wzorcowego uktadu do elektroprzedzenia:
PEO w roztworze wodno-etanolowym. Dla wzmocnienia spodziewanych efektow
zastosowano duzo wyzsza niz w eksperymentach warto$¢ potencjatu oraz dodatek soli. Dla
badanego uktadu polimer-rozpuszczalnik-sol stwierdzono mozliwo$¢ wystapienia stabych
efektow elektroreologicznych. Mozliwe jest, ze efekty te wyraznie zamanifestuja si¢ dla
innych polimerow, ktore nie sa typowo stosowane w procesie elektroprzedzenia, a posiadaja
naladowany tancuch polimeru np. alginian sodu albo s6l sodowa poli(kwasu akrylowego).
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11 Whnioski koncowe

W ramach obecnego projektu proces -elektroprzedzenia zostal wszechstronnie
scharakteryzowany pod katem jego optymalizacji jak i praktycznego wykorzystania do
wytwarzania materialdw do badan biologicznych. Jednym z istotnych elementow badan
parametrycznych bylo stwierdzenia niewielkiego wpltywu kompleksowania jonow z
fancuchem elektroprzedzonego polimeru na charakterystyke procesu. Wskazuje to na
pomijalny wptyw obecnosci 1 ruchliwosci fadunkéw przenoszonych przez struge polimeru na
sam proces powstawania niestabilnosci toru strugi i generowanie jej spiralnego ruchu.

Stwierdzono, ze zar6wno odpowiednia konfiguracja pola elektrycznego (ogniskowanie
elektroda walcowa lub odpowiednio spolaryzowana elektroda pier§cieniowa) umozliwia
sterowanie przestrzennym rozrzutem wirujacej strugi. Adaptacja podstawowej konfiguracji
elektrod przez wykorzystanie efektu indukcji tadunkéw w cylindrycznym izolatorze
otaczajacym struge umozliwila sterowanie potozeniem punktu ,ladowania” widkien na
targecie i ograniczenie amplitudy ruchu wirujacej strugi do obszaru ponizej lem? Jest to
szczegllnie wazne przy konstruowaniu réznego typu sond jak i przy planowanym tworzeniem
in-vivo aktywnych opatrunkow opartych na naktadanych na tkanke nanowtdknach.

Modyfikacja procesu zbierania wildkien przez wykorzystanie wirujacego walca
pokrytego folia metalowa lub wirujacej ptaszczyzny wody umozliwita opracowanie metodyki
kontrolowanej produkcji mat zbudowanych z nanowldkien. Maty takie zostaly z
powodzeniem wykorzystane w badaniach biologicznych.

Odpowiednia modyfikacja sktadu roztworu polimerowego umozliwita uzyskanie
nanowldkien o zadanej funkcjonalno$ci (przewodzace, fluorescencyjne). Stwierdzono
mozliwo$¢ zbudowania na bazie siatki nanowlokien powierzchniowych sensorow
biologicznych (2-D). Pozwoli to na rozszerzenie gammy powszechnie stosowanych w
badaniach biologicznych punktowych sensorow typu kropki kwantowe czy czastki
fluorescencyjne o sondy powierzchniowe, reagujace na wielopunktowe pomiary (np. detekcja
zmian w kanatach jonowych na powierzchni btony komodrkowe;).
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