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Povzetek

V raziskovalni nalogi je prestavljena okolju prijazna sinteza novih poroznih
tridimenzionalnih biomaterialov v katere smo ujeli zdravilno aktivho uc€inkovino ob
uporabi metode penjenja s superkriticnim CO2 V prvem koraku smo biorazgradljiv
praskast material raztopili v topilu etil laktat in raztopini dodali doloCen delez
antiinflematorne ucinkovine ciprofoksacina. Nato smo s pomocjo supekriticnega CO2
izvedli ekstrakcijo topila etil laktata iz ratopine kar je privedlo do nastanka visoko
poroznega biomaterila. Dobljene porozne vzorce smo podrobno okarakterizirali.
Morfologijo in poroznost doloCili z uporabno mikroskopa ESEM, z IR spektroskopijo
smo analizirali kompozitno sestavo, z meritvami kontaktnih kotov pa izmerili vpojnost
tekoCine. SproSC€anje aktivne uclinkovine smo ovrednotili s pomoc&jo UV-VIS
sprektoskopije.

UspeSno smo sintetizirali nove porozne biokompozite in vanje ujeli aktivho
ucinkovino, ki se je iz poroznih matrik sprosS€ala kontrolirano. Dobljeni porozni
biokompoziti predstavljajo pomemben doprinos na podrocju tkivhega inZeniringa, kjer

ostajajo Stevilni izzivi povezani z lokalno dostavo zdravila na mestu infekcije.

Klju¢ne besede: biomateriali, polikaprolakton, mikro celuloza, FTIR, ESEM, kontaktni

koti, biomedicina
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1 UuUvOoD

Sva dijaka Gimnazije Celje-Center in izdelala sva raziskovalno nalogo z naslovom

Kontrolirano sproSc¢anje aktivnih zdravilnih u€inkovin iz poroznih biomaterialov.

1.1 Namen in cilji seminarske naloge

Za razvoj poroznih tridimenzionalnih biomaterialov z ujeto aktivho ucinkovino smo
uporabili nekonvencionalni visokotlatni postopk s superkriticn CO2. Biorazgradljiv
praskast material, za sintezo smo zmesSali z raztopino antimikrobne aktivne
ucinkovine ciprofoksacina. Nato smo izvedli penjenje s pomocjo postopka s
superkritiCim CO2, postopku za dosego poroznih kompozitnih materialov z razli¢no
koncentracijo ujete ativne ucCinkovine. Ujete zdravilnih substance smo nato

ovrendnotili glede na hitrost in vrsto sprosS¢anja.

1.2 Hipoteze

> 1. Penjenje s supekriticnim CO2 je primerna metoda za pridobitev poroznih
struktur

» 2. S pomocjo superkrititnega CO2 je mozno pridobit porozni material in nizki
delovni temperaturi, ki je pomembna da se ohrani aktivha ucinkovina

» 3. Kompoziti imajo visoka poroznost (ve€ kot 70%) in v mnogih primerih veliko
odprtost por.

» 4. Celuloza v kompozitu ne vpliva na omocenje kompozita s tekocino

» 5. Kompoziti imajo manjSa poroznost v primeru sestavljenih struktur kot v
primeru Cistega polimera PCL

» 6. Ciprofloksacin se spros¢a nadzorovano iz kompozite matrice



2 ZNANSTVENO OZADJE

2.1 Biomateriali in umetni materiali

Biomateriali igrajo danes pomembno viogo v medicini - obnavljajo funkcijo in
olajSujejo zdravljenje ljudi po poskodbi ali bolezni. Biomateriali so lahko naravni ali
sinteticni in se uporabljajo v medicinskih aplikacijah za podporo, krepitev ali
nadomescanje poskodovanega tkiva ali bioloSke funkcije. Prva zgodovinska uporaba
biomaterialov sega v antiko, ko so stari EgipCani uporabljali Sive, narejene iz zZivalske
Zile. Sodobno podrocje biomaterialov zdruzuje medicino, biologijo, fiziko in kemijo ter
novejSe vplive tkivnega inzenirstva in znanosti o materialih. PodroCje je v zadnjem
desetletju mo¢no naraslo zaradi odkritij v tkivni tehniki, regenerativni medicini in Se
vec.

Kovine, keramika, plastika, steklo in celo Zive celice in tkiva se lahko uporabijo pri
ustvarjanju biomateriala. Preoblikujemo jih lahko v oblikovane ali strojno obdelane
dele, previeke, vlakna, folije, pene in tkanine za uporabo v biomedicinskih izdelkih in
napravah. Ti lahko vkljuCujejo sréne zaklopke, zamenjave kol¢nih sklepov, zobne
vsadke ali kontaktne leCe. Pogosto so biorazgradljivi, nekateri pa se absorbirajo v
bioloSkem stanju, kar pomeni, da se postopoma izlocijo iz telesa, ko opravijo funkcijo.
Biorazgradljivi materiali se trenutno uporabljajo, kot osnova za nastanek medicinskih
vsadkov, pospeSevanje celjenja ¢loveSkega tkiva, molekularne sonde, nanodelce in
biosenzorje.

(Biomaterials )



2.2 Polikaprolakton (PCL)

Polikaprolakton (PCL) je biorazgradljiv, polkristalni termoplasticni poliester. TaliSCe
ima priblizno 60 ° C. V glavhem se uporablja kot dodatek za smole za izboljSanje
njihovih lastnosti obdelave in konCne uporabe, kot so zilavost, proznost, nastavitev
stiskanja in trdnost trganja. NajpomembnejSa uporaba polikaprolaktona (poliolov) je
pri izdelavi poliuretanov. Zagotavlja dobro odpornost na olje, gorivo in topila, pa tudi
odlicno (nizkotemperaturno) proznost in Zilavost. Kot Stevilni drugi alifatski poliestri je
tudi PCL zdruZljiv s Stevilnimi termoplastikami. Na primer, lahko ga dodamo kot PVC
polimerni meh&alec na PVC, da prinese proznost. Zaradi zelo nizkega mesta
mehcanja najde tudi uporabo kot plastiko za spominjanje. Zmehca do kiti podobne
konsistence pri priblizno 60 ° C in jo je mogoCe enostavno oblikovati, kar je uporabno
za modeliranje in kot surovina za hitro prototipiranje (3D tiskanje).

(Polycaproclatone)

Slika 1: Strukturna formula

(Polycaprolactone)



2.3 Celulozni nanodelci

Celulozni nanokristali, proizvedeni iz razlicnih naravnih virov, so obnovljivi
nanomateriali, ki jih je mogoCe uporabiti na razlicne naCine zaradi lastnosti visoke
trdnosti in togosti v kombinaciji z majhno tezo, biorazgradljivostjo in okoljskimi
koristmi, ki izhajajo iz njene uporabe. Celulozni nanokristali so zaradi svoje
nanoskalije in specifiCnih lastnih lastnosti zelo obetavni za uporabo kot ojacCitev v
visokozmogljivih nanokompozitih s trajnostno privlacnostjo. Veliko biorazgradljivih
polimerov se uporablja kot matrica pri izdelavi nanokompozitov. Poleg tega ima
nanokristalna celulozna ojacitev glavni cilj, da deluje kot jedrno sredstvo, ki povecuje
hitrost kristalizacije polimera, in zagotavlja vec¢je mehanske lastnosti, kot so natezna
trdnost, Youngov modul in modul skladiS¢enja.

(Cellulose Nanocrystals)

OH OH OH

OH OH OH

HO O |HO O o)
HO / . o) - i O OH
O
HO

o HO A HO 5

OH OH OH
OH OH . OH

(Cellulose nanocrystals: synthesis, functional properties, and applications)

Slika 2: Strukturna formula Nanoceluloze
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2.4 Hidroxiapatit (HAP)
Hidroksiapatit (HAp) je kalcijev fosfat po morfologiji in sestavi podoben CloveSkim
trdim tkivom. Pomembna znacilnost hidroksiapatita je njegova stabilnost v primerjavi
z drugimi kalcijevimi fosfati. Termodinamicno je hidroksiapatit najbolj stabilna spojina
kalcijevega fosfata v fizioloSkih pogojih, kot so temperatura, pH in sestava telesnih
tekoCin.Z razvojem nanotehnologije je bil opazen velik vpliv na znanosti o materialih.
Proizvodnja nanomaterialov je pritegnila veliko pozornosti pri adsorpciji, katalizi in
opti¢nih aplikacijah, zlasti kadar gre za biomateriale. Nano-hidroksiapatit (nano-HAp)
priviaCi zanimanje kot biomaterial za uporabo v proteticnih aplikacijah zaradi
podobnosti velikosti, kristalografije in kemi¢ne sestave s ¢loveskim trdim tkivom.
(Hydroxyapatite)
Ker pomaga spodbuditi rast kosti, se nano hidroksiapatit najpogosteje uporablja v
operacijah, ki vklju€ujejo kosti in zobno sklenino. Skupne nadomestne vsadke lahko
prevleCemo z nano hidroksiapatitom. Telo zato manj verjetno zavrne vsadke,
mineralna prevleka pa spodbuja rast novih kosti okoli vsadka in ga ucinkoviteje
zasidra.

(Common Uses of Hydroxyapatite and How it Can Affect Your Teeth)

*Ca Oi o O ; cadt
o
-oH] \ / [-oH
[on] N, 7 [-on]

0x " o:

it H+ g S

TCA. ... SP= Qe Cares QTP ca®

.O/ 7 l\ow
0 0O O (o}

++Ca O_>P// \\P/O Ca++

o’ \ | ~o
L0 o, :
*ca ‘cat

Slika 3: Strukturna formula
Hidroxiapatita

(Nano Hydroxyapatite Powder)
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2.5 Ciprofloxacin

Ciprofloksacin se uporablja za zdravljenje razli¢nih vrst bakterijskih okuzb, vkljuéno z
okuzbami koze, kosti in sklepov, okuzb dihal ali sinusov, okuzb secil in nekaterih vrst
driske. Uporablja se tudi za zdravljenje gonoreje. Ciprofloksacin se uporablja tudi za
zdravljenje ljudi, ki so bili izpostavljeni antraksu ali nekaterim vrstam Kkuge.
Ciprofloksacin je treba uporabljati samo za okuzbe, ki jih ni mogoCe zdraviti z
varnejSim antibiotikom. Fluorokinolonski antibiotiki lahko povzroCijo resne ali
onemogocajo nezelene ucinke, ki morda niso reverzibilni, na primer ruptura tetive ali
tezave z zivci.

(Ciprofloxacin)

0T

Slika 4: Strukturna formula Ciprofloxacina

(Chemical structure of ciprofloxacin )
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2.6 Superkriticni CO:
Za vsako snov je znacCilna kriticna toCka, ki jo dobimo v posebnih pogojih tlaka in
temperature. Kadar je spojina izpostavljena tlaku in temperaturi, viSji od njene kriticne
tocke, naj bi bila tekodina "nadkriti€na”.
V nadkritichem obmocju ima tekocCina doloCene deleze in ima vmesno vedenje med
tekocCino in plinom.

(Supercritical fluids)

Ker superkriti¢ni fluidi ne obremenjujejo okolje, pogosto nadomes$€ajo organska in
toksi¢na topila. (Champeau, 2015, str. 249)

Ogljikov dioksid (COz2) je najpogosteje uporablijena nadkriticna tekoc€ina. To je zato,
ker je scCO2 poceni, netoksi¢en, negorljiv in zlahka na voljo pri visoki Cistosti in nizkih
stroskih. Kriticha toCka CO:2 je lahko dostopna, saj ima kriticno temperaturo pri 31 °
C in kriticni tlak pri 74 bari, kar omogoc€a uporabo tekocCine pri blagih temperaturah
(40-60 ° C). Njegova prednost je da pri samem procesu ne sproS¢a Skodljivih
organskih ostankov. Zaradi svojih lastnosti superkriticni CO2 imenujemo zeleno
topilo.

(Supercritical fluids )

Uporaba superkriticnih fluidov je vse bolj v porastu, saj se uporablja v prehranski,
farmacevtski, kozmeti¢ni industriji, kemiji in obdelavi odpadkov. Postopki, kjer se
scCO:2 uporablja so ekstrakcija, impregnacija, sterilizacija, formulacija, CiS€enje in
ravnanje z odpadki.

(Perrut, 2000, str. 4532)
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Pritisk
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s
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Slika 5: Fazni diagram

(Phase diagram)

Fazni diagrami prikazujejo stanje snovi pri razlicnih temperaturah in tlaku. Stanje
snovi predstavlja krivulja. Diagram je sestavljen iz regij, ki predstavljajo trdno, tekoCo
in plinsko fazo. Trdna in teko¢a obmocja so loena s talilno krivuljo, teko€ine in plini
pa so loCeni s krivuljo parnega tlaka, ki se zaklju€i v kritiCni toCki. Vsaka regija
omogoCa kombinacijo tlaka in temperature, kjer je doloCena faza stabilna.
Pri standardni temperaturi in tlaku se CO2 obnaSa kot plin. Kadar pa je v trdnem
agregatnem stanju je zamrznjen (suhi led). Kakor prikazuje fazni diagram, teko¢i CO:
ne more obstajati pri atmosferskem zraku, kar pomeni, da direktno sublimira v
plinasto agregatno stanje.

(Phase Diagrams )

Fazni diagram nam pove, v kakSnem stanju je snov, glede na doloCeno temperaturo
in tlak. Zgolj v tocki, kjer je temperatura 216, 6K in tlak 0,518 MPa, vse tri faze
obstajajo, to to¢ko pa imenujejo trojna tocko ( triple point — na grafu).

( Joshi, 2015, str.2)

Ko zviSujemo temperaturo plina, utekoCinjanje postaja vse teZje, ker so za

preseganje povecCane kineticne energije molekul potrebni visji in vedji pritiski.

14



Pravzaprav je za vsako snov doloCena temperatura, nad katero plin ne moremo vecC
utekociniti, ne glede na pritisk. Ta temperatura je kritiCna temperatura (Tc), najviSja
temperatura, pri kateri lahko snov obstaja kot tekoCina. Molekule imajo nad kriticno
temperaturo preveC kinetiCne energije za med molekulske priviacne sile, da bi jih
drzale skupaj v loCeni teko€i fazi. Namesto tega snov tvori eno fazo, ki v celoti
zaseda prostornino posode. Snovi z mo¢nimi med molekulskimi silami po navadi
tvorijo tekoCo fazo v zelo velikem temperaturnem obmocju in imajo zato visoke
kriticne temperature. Nasprotno pa imajo snovi s Sibkim med molekulskimi
interakcijami razmeroma nizke kriti€cne temperature. Vsaka snov ima tudi kriti¢ni tlak
(Pc), najmanjsi tlak, potreben za utekocinjanje pri kritiéni temperaturi. Kombinacija
kriticne temperature in kritiCnega tlaka se imenuje kriticna toCka. (critical point- na
grafu)

( Phase Diagrams )

15



3 METODOLOGIJA DELA

|z pripravljenih zmesi smo v visokotlacni ¢rpalki s pomocjo scCOz,naredili kompozit,
ki so ga uporabljali pri kasnejSih analizah. Z elektronskim mikroskopom (ESEM) pa

smo pogledali velikost nastalih por in izraCunali poroznost materiala.

3.1 Material

e Polikaprolakton (PCL)

e Celulozni nanodelci (CNF)

e Hidroxiapati (Hap)

e Ciprofloxacin

e Cloxacillin

e Superkriti¢ni ogljikov dioksid (scCO2)
e Etil laktat (CsH1003)

e PBS pufer

PBS pufer je raztopina, ki se obi¢ajno uporablja v biokemiji in vsebuje natrijev klorid,
dinatrijev hidrogen fosfat, kalijev klorid in kalijev dihidrogen fosfat. Za pripravo 1L
pufra smo potrebovali 8g NaCl, 0.2g KCI, 1,44g NazHPO4, 0.24g KH2PO4 in 800mL
vode(Hz0).

(Phosphate-buffered saline (PBS))

3.2 Priprava poroznega ogrodja s scCO2

Pred obdelavo s scCOz2 sva pripravila emulzijo iz etil laktata in organskih snovi.

Pripravljala sva ve€ razlicnih kompozitov. Pripravila sva kompozit iz Cistega PCL-ja,
nato kompozit, ki ga je sestavljalo 90% PCL-ja in 10% celuloznih nanodelcev, potem
kompozit, ki je sestavljen iz 70% PCL-ja in 30% celuloznih nanodelcev. Nazadnje sva
pripravila e kompozit, ki ga sestavlja 80% PCL-ja ter 10% celuloznih nanodelcev in
10% Hap-a. Proces Se dvakrat ponovimo vendar dodamo 5% zdravilne uc€inkovine
ciprofloxacin oziroma cloxacillin. Zaradi dodatka zdravila se vsebnost PCL-ja v zmesi

zmanjSa za 5%.
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Ker sva imeli dve fazi snovi, ki se med sabo ne meSata, sva s pomocjo digitalnega
ultrazvo€nega Cistilnika lahko tvorila emulzijo etil laktata in organskih snovi. Nato sva
snovi segrela in homogenizirala s homogenizatorjem. Homogenizirane zmesi sva
prelila v valjaste kalupe in jih postavila v visokotlacni reaktor pri 150barih. V
visokotlatnem reaktroju je bila konstanta temperatura 37°C odstopanje temperature
je bilo + 0,1°C odstopanje tlaka pa + 10 barov. Ko sva dosegla zeljen tlak 150 barov
sva skozi visokotlacni reaktor s pomocjo Crpalke spustila csCOz2, da bi iz pripravljenih
zmesi v celoti ekstrahirala etil laktat. Ekstrahirala sva 10 ur. Pod visokim tlakom se je
biorazgradljiv polimer utekocinil, tako da so se vanj ujeli netopni biorazgradljivi delci.
Nastale kompozite sva po odprtju kalupa odstranila jih razrezala na tri enako velike
valje, vzorce pa sva kasneje uporabljala za nadaljnje poskuse, kjer sva merila
sproScanje, kontaktne kote, FTIR analize in preracunavala poroznost materialov.
(Hile, 2000, str. 179,180)

Slika 6: Visokotla¢éni reaktor

(Korenak, Matjaz)

3.3 Okoljski skenirajo¢ elektronski mikroskop

Z uporabo okoljskega skenirajoCega elektronskega mikroskopa (ESEM) sva dolocila
velikost por, ki so nastale na ogrodjih s scCO2. Namen uporabe ESEM je pri zelo
velikih poveCavah, pod zelo variabilnim stanjem vakuuma v komori vzorca izdelati
slike povrSinskih znacilnosti vzorca. Vzorce lahko tako pogledamo pod zelo
podobnimi pogoiji, kot so bili v vzorcu v naravi.

(Manero in sod, 2003, str.469)
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Slika 7: Okoljski skenirajo€ elektronski mikroskop

(Korenak, Matjaz)

3.4 Poroznost materialov

Poroznost novonastalih kompozitov smo merili po naslednji formuli.

(w2—w3-ws)/pe X 100
(wi-w3)/pe

Poroznost [%] =
kjer je:

w1 — masa valjaste posode in etanol

w2 — masa valjaste posode + etanol + masa biorazgradljivega kompozita

w3 — masa valjaste posode + etanol po odvzemu poroznega biorazgradljivega
materiala

Ws — masa poroznega biomateriala

pe — gostota etanola pri sobni temperaturi

( Porosity of 3D biomaterial scaffolds and osteogenesis )
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3.5 Kontaktni koti
S pomocjo dolocCitve kontaktnih kotov kapljice na biorazgradljiv material, sva dolocala
hidrofobnost in hidrofilnost kompozitov. S samo sestavljenim sistemom sva naredili

posnetke kontaktninh kotov. Za lazjo predstavo, sva prilozila sliko samega
mehanizma.

Slika 8: Aparatura za merjenje
kontaktnih kotov

(Korenak, Matjaz)

3.6 FTIR analiza

Vsako molekule lahko prepoznamo po njenem znacilnem absorpcijskem spektru, saj
vsaka molekula absorbira infrardeCe Zarke pri svojih edinstvenih frekvencah. Vsaka
molekularna struktura ima edinstveno kombinacijo atomov in zato proizvaja edinstven
spekter, kadar jo izpostavimo infrardeci svetlobi. Razlikujemo lahko celo molekule z
enakim Stevilom atomov v razlicnih polozajih. Edine izjeme so dvoatomni elementi,
kot sta Oz in Zlahtni plini, ki infrardeCih Zarkov ne absorbirajo. Infrardeci absorpcijski
spekter je mogoce obravnavati kot prstni odtis, znacilen za vsako molekulo.

(FTIR — Fourier Transform Infrared)

19



3.7 Sproscéanje aktivne ucinkovine iz biomateriala
V deset manjSih posodic sva odpipetirala 5mL fosfatnega pufra (PBS) in vsako
posodico dodala po en vzorec kompozitnega materiala. Vzorce sva zloZila v vecjo
posodo in vse skupaj postavila na stresalnik pri stalni temperaturi 37°C. Po 5 min
sva vzorce odpipetirala v mikrocentrifugirke, jih oznacila in jih zlozZila v stojalo. V
posodice sva ponovno odpipetirala 5mL fosfatnega pufra (PBS) postavila na
stresalnik pri stalni temperaturi 37°C in pustila 10 min. Postopek sva ponovila tudi za
15 min, 30 min, 60 min, 120 min, 180 min in 300 min. Ko sva pridobila vse vzorce

sva izmerila sprosS€anje zdravilnih uCinkovin iz kompozitnih materialov.

Slika 9: Epruvete za opravljanje testa sproS¢anja

(Korenak, Matjaz)
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Slika 10: Analiza spros$c¢anja

(Korenak, Matjaz)
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4 REZULTATI IN DISKUSIJA

4.1 Okoljski skenirajo¢ elektronski mikroskop

~ 10.00 kV/200 x 159 mm 0.88 nA LFD 1.28 mm

Slika 11:PCL

(Korenak, Matjaz)

Sy

‘ HV 'mag| WD curr | det HFW ——— 400 ym ———
©--110.00 kV 200 x/17.4 mm 0.88 nA LFD 128 mm UCEM MARIBOR

Slika 12: PCL+10%celuloza+10%Hap

(Korenak, Matjaz)
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Slika 13: PCL+ 30% celuloza

(Korenak, Matjaz)

HFW [
= 10.00kV 28 mm|_

Slika 14: PCL+10% celuloza

(Korenak, Matjaz)

S pomodjo slik, ki smo jih pridobili z uporabo okoljskega skenirajoCega elektronskega
mikroskopa lahko razberemo, da imajo si ustvarjeni kompoziti, velik delez, dobro
odprtih por, velikih med 200um in 400 ym. Velikost por tudi potrjuje dobro poroznost
materiala, ki je v vseh primerih precej visoka, razen v primeru, kjer smo uporabili

Hidroxiapatit, kar je mo€ opaziti tudi na sliki.
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4.2 Poroznost

POROZNOST KOMPOZITOV

Tabela 1: Masa valjaste posode in etanol

masa valjaste posode in etanol - w1 masa
PCL 16,36469
PCL + 10% celuloze 16,0741g
PCL + 30% celuloze 15,4901¢g
PCL + 10% celuloze + 10% Hap 15,7413¢g

Tabela 2: masa valjaste posode + etanol + masa biorazgradljivega kompozita

masa valjaste posode + etanol + masa masa
biorazgradljivega kompozita — w2
PCL 16,6670g
PCL + 10% celuloze 16,5696¢
PCL + 30% celuloze 16,0370g
PCL + 10% celuloze + 10% Hap 16,0785¢g

Tabela 3: masa valjaste posode + etanol po odvzemu poroznega

biorazgradljivega materiala

masa valjaste posode + etanol po masa
odvzemu poroznega biorazgradljivega
materiala — ws
PCL 15,12679g
PCL + 10% celuloze 16,2287¢g
PCL + 30% celuloze 15,81169g
PCL + 10% celuloze + 10% Hap 15,3044g
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Tabela 4: masa poroznega biomateriala

masa poroznega biomateriala — ws masa
PCL 0,5401g
PCL + 10% celuloze 0,5522g
PCL + 30% celuloze 0,5075g
PCL + 10% celuloze + 10% Hap 0,4952¢g
Poroznost (PCL) = WEW3—WS)/ve v 14094 = 80,7981%

(wi-w3)/pe

Poroznost (PCL + 10% celuloza ) = &2-W3WS/0e w 10094 = 90,4626%

(wi-w3)/pe

Poroznost (PCL + 30% celuloza ) = &2-W3WS/0e w1009 = 87,7449%

(wi-w3)/pe

(w2—w3-ws)/pe
(wi-w3)/pe

Poroznost (PCL + 10% celuloza + 10% Hap) = X 100% = 64,0650%

Kakor je razvidno iz navedenih podatkov, smo najvisjo stopnjo poroznosti dosegli, ko
smo v kompozitu, kjer smo dodali 10% celuloze, kjer je bil poroznost nekaj vec kot
90%. Ugotovili smo, da poroznost mo¢no zmanjSa Hidroxiapatit, saj se je poroznost

tega kompozita zmanjSala za 26%.
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4.3 FTIR analiza
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Slika 15: FTIR analiza PCL+10%celuloze+10%Hap+ciproflocxacin

(Korenak, Matjaz)

Spektrometer smo naredili samo za en primer kompozita, v katerem smo uporabili
vse komponente. Kristali€nost kompozita se kaze pri vrhovih v obmoc&ju med 700 in
500 cm. Vrh pri valovni dolzini 1726,29 cm™ prikazuje povezavo dveh vezi: C-C-H in
O-C-H. Vrh pri valovni dolzini 1024,20 cm™ je posledica raztezanja C-O vezi. S to
analizo smo potrdili prisotnost vseh komponent, ki smo jih uporabili v sami mesanici,

torej v samem procesu hastajanja nismo izgubili nobenega materiala.
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4.4 Kontaktni kot

Slika 16: Analiza kontaktnih kotov; PCL+10% celuloza

(Korenak, Matjaz)
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Slika 17: Analiza kontaktnega kota; PCL

(Korenak, Matjaz)
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Tabela 5;: Kontaktni koti

material Kontaktni kot napaka
PCL 90.52 0.3
PCL + 10(w/w)% nC

80.77 0.82
PCL + 30 (w/w)% nC

45.60 0.57
PCL + 10(w/w)% nC + 10(w/w)
Hap 98.51 0.89

S pomocjo kontaktnih kotov smo ugotovili, da najpomembnejSo vlogo pri zmanjSanju
kontaktnih kotov, pri ¢emer dosezemo boljSo hidrofilnost materiala, predstavlja
dodatek celuloze. Namre¢ ob dodatku 30% koncentracije celuloze, se je kontaktni kot
zmanj$al za 45°. Seveda smo strmeli k temu, da bi dosegli dobro omocenje
materiala, saj to pomeni, da ucinkovina laZje dostopa do celic. To je klju¢no, saj ta
material predstavlja umetni hrustanec ali del kosti.

Kontaktne kote smo analizirali s programom ImageJ.

Vir: https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&g=iamge+j
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4.5 Testi sproséanja aktivne u€inkovin
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Slika 18: Graf sproS¢anja 1% koncentracije zdravilne ucinkovine iz kompozitov
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Slika 19: Graf sproS¢anja 5% koncentracije
zdravilne ucinkovine iz kompozitov

Kakor je razvidno iz grafa sprod€anja, kadar smo uporabili 1% koncentracijo

ciprofloksacina, se je v vseh primerih vecina u€inkovine sprostila v prvi uri po zaCetku
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delovanja, medtem ko je bilo spro$€anje v primeru 5% koncentracije ciprofloksacina
veliko bolj postopno. Kot je razvidno, se je pri 1% koncentraciji v eni uri sprostilo okoli
50% ucinkovine, pri 5% koncentraciji pa se je sprostilo pol manj u€inkovine v istem

casu.
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5 ZAKLJUCEK

Z dobljenimi rezultati pa sva ovrednotila zastavljene hipoteze.

Prvo hipotezo, ki se glasi »Penjenje s supekriticnim CO2 je primerna metoda za
prodobitev poroznih struktur«., sva potrdila, saj sva tekom raziskovanja dobila
stabilne kompozite, ki nimajo Skodljivih u€inkov na organizem, prav tako pa so dobro
porozni, kar sva tudi Zelela doseci.

Drugo hipotezo, ». S pomocjo superkritithega CO2 je mozno pridobit porozni
material na nizki delovni temperaturi, ki je pomembna, da se ohrani aktivha
ucinkovina«, sva tudi potrdila, saj so nastali kompoziti iziemno porozni, kar sva
dokazala s testi poroznosti, kjer imajo vsi kompoziti ve€¢ kot 65% poroznost, kar je
nujno za prehajanje zdravilnih ucinkovin v celice. Pomembno je bilo to, da sva vse
poskuse opravljala na temperaturi 37 'C, ki predstavlja telesno temperaturo ¢loveka,
pri tem pa nisva uniCila zdravilne u€inkovine, kar smo potrdili s testi spros€anja.
Naslednjo hipotezo, ki se glasi »Kompoziti imajo visoko poroznost (ve€ kot 70%) in v
mnogih primerih veliko odprtost por«, sva delno potrdila, saj kakor je razvidno iz slik
okoljskega skenijuroCega elektronskega mikroskopa, vidimo, da so pore velike med
200 pm in 400 ym. Poroznost pa niha med 90% in 65% in zaradi 5%-ga odstopanja v
enem izmed kompozitov hipoteze nisva mogla v celoti potrditi.

Cetrto hipotezo ki pravi »Celuloza v kompozitu ne vpliva na omo&enje kompozita s
tekoCino«, sva tudi zavrnila, saj so vsi kompoziti, ki niso imeli dodane celuloze, vecje
kote, kar pa pomeni da so bili veliko bolj hidrofobni, kot pa kompoziti, ki so vkljuCevali
celulozo. Namre¢ kompozit, ki je vseboval 10% celuloze je imel za 35 vedji kot, kot
pa kompozit z 30% celuloze. Torej celuloza odlo€ilno vpliva na hidrofobni oz.
hidrofilni zna¢aj kompozita.

Peto hipotezo, ki se glasi »Kompoziti imajo manjSa poroznost v primeru sestavljenih
struktur kot v primeru Cistega polimera PCL«, sva zavrnila, saj kakor je razvidno iz
rezultatov poroznosti, je bila poroznost za cca. 10% vecja pri kompozitih, ki so
vklju€evali PCL in celulozo. Poroznost pri Cistem PCL je bila priblizno 80%, pri
kompozitih s celulozo pa se je zvisala.

Zadnjo hipotezo, ki se glasi »Ciprofloksacin se spro$€a nadzorovano iz kompozite
matrice«, sva tudi potrdila, saj sva dosegla postopno sproS€anje zdravilne
ucinkovine. Sproscanje le te, je se bolj kontrolirano v primeru, ko smo povecali

koncentracijo zdravilne uCinkovine. S kontroliranim sproS€anjem sva dosegla, da se

31



iz kompozita, katerega namen je ta, da lokalno zavira nastanek infekcije, spros¢anje

poteka dlje Casa, s Cimer se poveca tudi uporabnost kompozita.

Raziskovalno nalogo bi se dalo izboljSati in nadgraditi. To nacCrtujeva z prihodnjim
delom, kjer bi izvedla Se teste biokompratibilnosti in inveitro teste, s katerimi bi dobila
Se bolj podrobne in zanesljive rezultate, ki nam bi pokazali funkcionalnost nastalih

kompozitov v resniCnem zivljenju.

Ob opravljanju raziskovalne naloge sva pridobila Stevilne reference, predvsem to da
sva se seznanila z nacini raziskovanja, kako se lotiti problema in ga samostojno
izpeljati. Vedela sva, kako poteka delo v laboratoriju in se srecCala s Stevilnimi

neznanimi kemikalijami.
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