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POVZETEK

Podrobnejse proucevanje izdelave in uporabe nanovlaken je vodilo do stopnje v razvoju,
kjer za specificen namen lahko pripravimo nanovlakna s to¢no doloCenimi lastnostmi. Pri
tem na podroc¢ju biomedicine v zadnjih letih Se zlasti izstopa teznja po izdelavi urejenih
nanovlaken, saj le-ta s svojo strukturo posnemajo zunajceli¢no ogrodje visoko urejenih tkiv
ter drasti¢no vplivajo na hitrejSo in usmerjeno razrast celic.

Namen nasega dela je bil izdelati urejena nanovlakna iz polivinilalkohola z elektrostatskim
sukanjem na vrteCem zbiralu v obliki bobna, ki smo ga zasnovali na Univerzi v Ljubljani,
Fakulteti za farmacijo. S sistemati¢nim spreminjanjem pogojev elektrostatskega sukanja in
lastnosti polimernih raztopin smo natan¢no preucili vpliv posameznih parametrov na
morfologijo in urejenost izdelanih nanovlaken. Vizualizacijo dobljenega produkta smo
opravili z elektronsko mikroskopijo in nastale slike ovrednotili z objektivnimi grafi¢nimi
metodami.

Premeri polivinilalkoholnih nanovlaken so bili med 150 in 700 nm, pri ¢emer je na
spreminjanje premera najbolj vplivala koncentracija polimera, medtem ko hitrost vrtenja
zbirala ni imela vpliva, kar smo tudi statisticno dokazali. Najve¢jo urejenost smo dosegli
pri 10% (m/m) raztopini polivinilalkohola, razdalji med kovinsko iglo in zbiralom 15 cm,
napetosti 25 kV in hitrosti vrtenja zbirala 6000 rpm, kar smo dolo¢ili in potrdili z dvema
razlicnima metodama, in sicer metodo merjenja kotov ter metodo hitre Fourierove
transformacije. Najvec¢ji vpliv na urejenost nanovlaken je imela hitrost vrtenja zbirala,
nasprotno pa spreminjanje koncentracije polivinilalkohola na urejenost ni imelo posebnega
vpliva.

Rezultati diplomskega dela nedvomno predstavljajo temeljno osnovo za nadaljnji razvoj
urejenih nanovlaken, ki dandanes izkazujejo izreden potencial za izdelavo razli¢nih visoko

strukturiranih tkivnih nadomestkov in naprednih oblog za celjenje ran.



ABSTRACT

Comprehensive studies dealing with the preparation and usefulness of nanofibers have led
the development to a stage where nanofibers with desired properties can be prepared for a
specific purpose. In the biomedical field particularly aligned nanofibers have shown great
potential recently, since the latter are able to mimic the structure of extracellular matrix of
highly aligned tissues as well as enhance and guide cell growth.

The aim of diploma thesis was preparation of aligned electrospun nanofibers from
poly(vinyl) alcohol using rotating drum, that was designed at the University of Ljubljana,
Faculty of Pharmacy. With systematic changing the influence of electrospinning conditions
and properties of polymer solution on nanofiber morphology and alignment was studied in
details. Electron microscopy was used to visualize product and the resulting images were
evaluated by objective graphical methods.

Average diameter of poly(vinyl) alcohol nanofibers varied from 150 to 700 nm. The
concentration of a polymer influenced the nanofibrous diameter the most; on the contrary,
rotation speed of collector had no influence on it, which was also statistically confirmed.
The degree of alignment was highest when nanofibers were prepared from 10% (w/w)
poly(vinyl) alcohol solution, at distance between metal needle and collector 15 cm, applied
voltage 25 kV and collector rotational speed of 6000 rpm, which was determined and
confirmed by two different methods, angle measurements and fast Fourier transformation.
The degree of alignment strongly depended on rotating speed of a collector, whereas
changing the poly(vinyl) alcohol concentration did not affect the orientation of nanofibers.
The results undoubtedly provide a fundamental basis for further development of aligned
nanofibers, which nowadays are showing great potential for different highly-structured

tissue substitutes and advanced wound dressings.
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SEZNAM OKRAJSAV

ANOVA ... enofaktorska analiza varianc
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1 UVOD

1.1 NANOVLAKNA

Nanovlakna (NV) so po definiciji tanka trdna vlakna, katerih premer je na nanometrskem
nivoju, njihova dolZina pa je teoreticno neomejena (slika 1A). V primerjavi z drugimi
sistemi vec¢jih dimenzij imajo NV zaradi svoje velikosti ogromno povr$ino na enoto mase
ter drugaéne mehanske lastnosti, kot sta trdnost in proznost. NV obi¢ajno tvorijo
tridimenzionalno mrezo z naklju¢no urejenostjo in z visoko poroznostjo (1, 2). Za izdelavo
NV je na voljo ve¢ tehnik, ki omogocajo uporabo Sirokega izbora polimerov, s tem pa
nastanek NV z najrazli¢nejSimi lastnostmi. Intenzivne raziskave in podrobnej$e poznavanje
ter nadzor izdelave NV so med drugim omogocile tudi izdelavo NV z bistveno bolj urejeno
strukturo. Urejena NV lahko definiramo kot NV, ki imajo eno smer orientiranosti (slika
1B) — vsa torej lezijo v isti smeri, zaradi ¢esar pa izkazujejo druga¢ne morfoloske lastnosti
(3). Za nanose urejenih NV je znalilno, da imajo vzdolz urejenosti vecjo elasti¢nost,
proznost in natezno napetost kot v smeri pravokotno na urejenost. IzboljSane elasti¢ne
lastnosti so Se posebej pomembne pri rokovanju, saj preve¢ krhki nanosi NV niso primerni

za uporabo (4).

Slika 1: Sliki neurejenih (A) in urejenih NV (B), posneti z vrsti¢nim elektronskim mikroskopom.

1.2 NAMEN IN UPORABA NANOVLAKEN

Zaradi Siroke moznosti izbire polimerov za izdelavo NV je njihova uporabnost vsestranska,
saj jih lahko izkoris§¢amo na razli¢nih podrocjih, na primer v biomedicini, kozmetiki,
tekstilstvu, elektrotehniki, optiki in filtraciji. Dandanes najvec raziskav poteka na podroc¢ju
biomedicine, kjer razvijajo in preucujejo NV za izdelavo protez, tkivnih nadomestkov,

naprednih oblog za celjenje ran in dostavnih sistemov za ciljan vnos zdravilnih u¢inkovin

3).



TKkivno inZenirstvo

Tkivno inZenirstvo je interdisciplinarno podrocje, ki se ukvarja z razvojem funkcionalnih
nadomestkov, ki vzpodbujajo fizioloske procese obnove, vzdrZzevanja ali izboljSanja
delovanja posameznega tkiva ali organa (5). Pri izdelavi tkivnih nadomestkov se NV
uporabljajo zaradi svoje edinstvene sposobnosti posnemanja naravnega zunajcelicnega
ogrodja (ECM) tako po strukturnih kot tudi po funkcionalnih lastnostih, kar posledi¢no
pomeni, da po aplikaciji sluZijo kot ogrodja za pritrjevanje in razvoj celic. Se veg, relativno
enostavne modifikacije izdelanih NV omogocajo prilagoditev specificnim potrebam
posameznega tkiva. Na tem mestu velja poudariti, da je pri tem potrebno zagotoviti
biokompatibilnost in biorazgradljivost nadomestka, hkrati pa tudi dovolj visoko poroznost
za infiltracijo celic (6). Izbira biokompatibilnih polimerov namre¢ omogoca ustrezno
vkljucevanje tkivnega nadomestka v fiziolosko okolje ter zmanj$a moznosti za vnetne in
imunske reakcije po implantaciji. Nadalje biorazgradljivost sistema odpravi dodaten poseg,
potreben za odstranitev nadomestka, slednja pa mora biti nadzorovana in slediti hitrosti
nastajanja novega tkiva. Na migracijo in infiltracijo celic dodatno pomembno vplivata Se
gostota in velikost por med posameznimi NV. Tako se v primeru, ko je velikost por manjsa
od velikosti samih celic, lahko zgodi, da NV celico ujamejo in preprecijo njeno nadaljnje
gibanje po in v mrezi. Nasprotno pa urejena omogocajo usmerjeno razrast celic, saj le-te
sledijo orientiranosti NV. MozZnost uporabe NV se s tem razsiri tudi na regeneracijo visoko
sestavljenih in organiziranih tkiv, kot so zile, zivci, sréna in skeletna miSica ter kite in
tkiva boljSo adhezijo in proliferacijo gladko misi¢nih celic ter njihovo porazdelitev vzdolz
NV, prav tako pa tudi pri regeneraciji perifernih Zivcev zagotovijo usmerjeno razrast
aksonov in migracijo celic nevroglije. Nadalje so in vitro Studije na nevralnih mati¢nih
celicah pokazale hitrejSo razrast in diferenciacijo nevritov na urejenih NV v primerjavi z
neurejenimi (8, 9). Prednost urejenih NV se je izkazala tudi pri izdelavi kostnih

nadomestkov, saj je uporaba le-teh povecala mehansko trdnost nadomestka (7).

Celjenje ran

Rana je definirana kot odprta poskodba kozZe in globljega tkiva ali sluznic zaradi fizikalnih
dejavnikov. Za akutne rane je znacilno, da so se sposobne popolnoma same zaceliti v
priblizno 8 tednih, kroni¢ne rane pa se zaradi motenega procesa celjenja celijo zelo pocasi

oziroma se sploh ne zacelijo, zato je njihova oskrba Se posebej pomembna. Eden izmed

2



glavnih vzrokov neceljenja kroni¢nih ran je onemogoceno nastajanje ECM zaradi
povisanih vrednosti metaloproteaz, ki ga razgrajujejo. Smiselno je pricakovati, da v kolikor
v tak$no rano apliciramo analog ECM, s tem omogocimo pritrjevanje celic, kar pa
spodbudi in pospesi lastno regeneracijo poSkodovane plasti koze (10, 11). Med
najsodobnejse analoge ECM spadajo prav NV, saj so ta sposobna posnemati njegove
fibrilarne elemente tako po obliki kot tudi velikosti in mehanskih lastnostih. Po aplikaciji
NV, urejenih v smeri Cez rano, se celice razrastejo vzdolz le-teh, se pri tem tudi
morfolosko spremenijo, in sicer tako, da se izrazito podalj$ajo (slika 2B), posledi¢no pa se
tako rana hitreje zapre. Se ve¢, NV kot obloga varujejo rano pred vdorom bakterij, vpijajo
njene izlocke, ob uporabi ustreznih hidrofilnih materialov zagotavljajo vlazno mikrookolje
na rani, v ali na NV pa lahko vgradimo tudi zdravilne u¢inkovine (antibiotike, rastne

dejavnike), ki Se aktivneje posegajo v proces celjenja (3, 12).

A

40 um

Jroi— Jr—

Slika 2: Razrast keratinocitov na neurejenih (A) in urejenih NV (B) (12).

Dostava zdravilnih u¢inkovin

NV lahko uporabimo kot dostavne sisteme za razli¢ne zdravilne u¢inkovine (antibiotike,
analgetike, citostatike, proteine, DNK), pri ¢emer na moznost njihovega vgrajevanja in
princip sproS¢anja vpliva izbira polimera. Ucinkovine so lahko bodisi vkljucene v
notranjost NV bodisi adsorbirane ali vezane na njihovo povrSino. Sproscanje je zaradi
velike specifiéne povrS§ine NV in poroznosti sistema ter obi¢ajno tudi amorfne oblike
ucinkovine nezadrZano s hitrim zacetnim porastom koncentracije, za dosego podaljSanega
spros€anja pa je potrebno NV dodatno modificirati, na primer izdelati NV z jedrom in

ovojnico (3, 7).



1.3 ELEKTROSTATSKO SUKANJE

Najpogosteje uporabljena, sodobna, vsestranska, u¢inkovita in enostopenjska metoda za
izdelavo NV je elektrostatsko sukanje (ang. electrospinning), ki ob uporabi visoke
napetosti omogoc¢i nastanek trdih nanovlaken iz polimerne raztopine ali taline. Za
elektrostatsko sukanje so v osnovi potrebni: 1) ustrezna raztopina polimera, ii) generator
visoke napetosti, iii) Crpalka, ki zagotavlja konstanten pretok raztopine skozi ozko
kovinsko iglo in iv) ozemljeno prevodno zbiralo.

Raztopina polimera pred prikljucitvijo visoke napetosti kaplja skozi ozko kovinsko iglo s
konstantnim pretokom. Ob dovajanju visoke napetosti pa se povrsina te kapljice nabije, kar
po eni strani povzro¢i nastanek odbojnih sil med nabitimi delci znotraj polimerne
raztopine, po drugi pa pojav privlacnih sil med kapljico polimera in ozemljenim zbiralom,
ki predstavlja nasprotno nabito elektrodo. Skupek nastalih sil sedaj nasprotuje silam
povrsinske napetosti raztopine, kar vodi v preoblikovanje in podaljSevanje polimerne
kapljice v t. i. Taylorjev stozec. Z nadaljnjim viSanjem napetosti in dosego kriti¢ne tocke,
kjer elektrostatske sile prevladajo nad silami povrSinske napetosti, se iz konice
Taylorjevega stozca tvori nabit curek, ki pospeSeno potuje proti zbiralu (slika 3). Na tej
poti je curek podvrZen razli¢nim silam in nestabilnostim, ki se kazejo kot podaljSevanje in
tanjSanje curka, zvijanje in razcepitve ter spremembe poti, vse to pa vpliva na kon¢no
obliko NV. Na poti do zbirala izhlapi tudi topilo, kar omogoca nastanek suhih in trdih NV,

ki sprva Se ohranijo naboj in se pritrdijo na zbiralo (1, 13).

nastanek trdnega NV

Taylorjev
stozec

kovinska
igla

|

ozemljeno
zbiralo

Slika 3: Shema, ki prikazuje mehanizem elektrostatskega sukanja in nastanek NV.



Vplivi spremenljivk na izdelavo nanovlaken

Uspesnost elektrostatskega sukanja in morfologijo izdelanih NV znatno dolocajo Stevilne
razli¢ne spremenljivke, ki jih v splosnem lahko razdelimo na lastnosti polimerne raztopine
(viskoznost, prevodnost, povrSinska napetost), procesne parametre (uporabljena elektri¢na
napetost, razdalja med iglo in zbiralom, pretok raztopine skozi iglo in vrsta zbirala) in
dejavnike okolja (temperatura, relativna vlaznost) ter jih bomo na kratko obravnavali v
nadaljevanju. Pred tem velja Se poudariti, da so vse spremenljivke medsebojno odvisne, do
nastanka gladkih nanovlaken brez vozlov pa bo vodila le optimalna izbira vseh

parametrov.

Koncentracija in viskoznost raztopine polimera

Koncentracija polimera in posledi¢no viskoznost njegove raztopine vplivata tako na
sposobnost tvorbe curka kot tudi na premer in morfologijo NV. Prenizke koncentracije
namre¢ onemogocajo nastanek NV, saj se curek razprS$i v kapljice Se preden doseze
zbiralo. Prav tako se pri niZjih koncentracijah v morfologiji NV pogosteje pojavljajo
anomalije, kot so vozli, kapljice in stiki med NV. Povecevanje koncentracije polimera
odstrani te anomalije in omogoca nastanek stabilnega kontinuiranega curka, v splosnem pa
se z viSanjem koncentracije veca tudi premer NV. Omenjeno seveda velja le do neke meje,
ko previsoka viskoznost onemogoci zadostno izhlapevanje topila, zaradi cesar se na zbiralo
naberejo mokra NV, oziroma prepreci zagotavljanje konstantnega pretoka raztopine skozi

iglo, s tem pa nastanek curka. (6, 7, 14).

Prevodnost raztopine polimera

Elektri¢na prevodnost raztopine doloca naboj na povrsini kapljice in odbojne sile znotraj
nje, kar pod vplivom elektri¢ne napetosti povzro¢i deformacijo kapljice in nastanek curka
(15). Pri tem povecevanje prevodnosti polimerne raztopine preprecuje nastanek vozlov, saj
se zaradi vec¢je gostote naboja in s tem vecjih sil okrepi podaljSevanje curka, posledi¢no pa
zaradi tega nastanejo tudi tanjSa NV. Prevodnost raztopin lahko enostavno pove¢amo z
dodatkom soli in ionskih povrSinsko aktivnih snovi. Raziskave so pri tem pokazale, da soli
z manjSimi ionskimi premeri (na primer NaCl) v primerjavi s solmi z ve¢jimi ionskimi
premeri (na primer KH;POjy) vplivajo na nastanek NV z manj$imi premeri. Manjsi ioni
imajo namre¢ vecjo ionsko gostoto, kar omogoca njihovo boljSo mobilnost v elektricnem

polju ter ojaca sile, ki delujejo na podaljSevanje curka NV (6, 14, 16).



Povrsinska napetost raztopine polimera

Pri elektrostatskem sukanju povrSinska napetost uporabljene raztopine doloca minimalno
elektriéno napetost, ki je potrebna za izdelavo NV. PovrSinska napetost preprecuje
deformacijo kapljice raztopine polimera na koncu kovinske igle, zato je tvorba NV mogoca
Sele, ko dovedena elektriéna napetost preseze sile povrSinske napetosti. ZmanjSevanje
povrsinske napetosti raztopine polimera z dodatkom soli omogoca elektrostatsko sukanje
pri nizjih napetostih, kar zmanj$a nestabilnost curka in s tem pojavljanje vozlov ter poveca

varnost dela (6, 14, 17).

Molekulska masa polimera

Molekulska masa polimera dolofa viskoznost, povrSinsko napetost, prevodnost in
dielektricno konstanto polimerne raztopine, s tem pa vpliva na obnaSanje curka med
procesom elektrostatskega sukanja. Molekulska masa polimera pravzaprav odraza
zmoznost raztegovanja verig v raztopini, kar se izrazi na viskoznosti in tako vpliva na
morfologijo NV. Iz raztopin polimerov z vi§jo molekulsko maso nastanejo NV z ve¢jimi

premeri ter manj$o prisotnostjo vozlov in kapljic (6, 14, 17, 18).

Pretok skozi iglo

Pretok polimerne raztopine skozi kovinsko iglo doloca koli¢ino raztopine, ki je na voljo za
nastanek curka in tvorbo NV. Ve¢ji uporabljen pretok se odraza v obliki vecjih premerov
NV, kar pa ponovno velja le do dolo¢ene meje, ko nadaljnje viSanje pretoka vodi v

nastanek vozlov (6, 7, 14, 15).

Elektricna napetost

V procesu elektrostatskega sukanja je visoka elektri¢na napetost bistvena. Dovaja namrec
naboj v raztopino polimera, s tem ustvari elektrostatske sile, ki premagujejo sile povrsinske
napetosti in tako se omogoc¢i nastanek NV. Prenizko uporabljene napetosti onemogocajo
nastanek curka; v primeru da se curek vendarle tvori, pa se na NV zaradi nezadostnih sil za
raztegnitev polimernih verig pojavijo vozli. Ob primerno izbrani visoki napetosti bo njeno
nadaljnje viSanje rezultiralo v spremembi debeline curka, njen vpliv na premer NV pa se

razlikuje glede na uporabljene polimere (6, 7, 14, 15).



Razdalja med iglo in zbiralom

Razdalja med konico igle in zbiralom predstavlja pot, na kateri se iz curka tvori NV,
zadostna razdalja pa omogoca suSenje curka in nastanek suhih vlaken nanometrskega
premera. Premer NV v sploSnem z vecanjem razdalje pada, pri premajhnih razdaljah pa se

pojavijo anomalije, ki so ve¢inoma posledica nezadostnega susenja curka (6, 7, 14, 17).

Dejavniki okolja

Pri elektrostatskem sukanju so pomembni tudi dejavniki okolja, saj vplivajo na lastnosti
raztopine polimera in na pogoje, pri katerih se iz curka tvori NV. Med pomembnejsimi in
bolj raziskanimi dejavniki sta predvsem temperatura in relativna vlaznost okolja. Visje
temperature okolja zaradi vpliva na viskoznost raztopine polimera povzrocajo nastanek NV
z manjS$imi premeri. Po drugi strani vlaznost okolja doloca hitrost izhlapevanja vode. Pri
vi§jih relativnih vlaznostih je izhlapevanje vodnih raztopin polimerov upocasnjeno, kar
podaljsa cas raztegovanja curka ter povzroci nastanek NV z manj$imi premeri in manj
vozli (19). V primeru izdelave NV iz hlapnih topil, visoka relativna vlaznost povzroca tudi
pore na povrsini NV, zviSevanje vlaznosti pa vpliva na koalescenco teh por. Elektrostatsko
sukanje v vakuumu v primerjavi s sobnimi pogoji daje NV z ve¢jimi premeri, ker se hitreje

posusi in se ne uspe toliko raztegniti, kot v prisotnosti vlage (6).

Modifikacije elektrostatskega sukanja za izdelavo urejenih nanovlaken

Za izdelavo urejenih NV je postopek elektrostatskega sukanja popolnoma enak kot pri
pripravi neurejenih, s to razliko, da je potrebno uporabiti modificirano zbiralo, ki omogoca
urejanje nastalih NV. V raziskavah so tako razvili razli¢ne principe zbiranja NV, najbolj

vidni pa so podrobneje obravnavani v nadaljevanju.

1. Uporaba vzporednih elektrod (ang. parallel electrodes)

Vzporedno namesceni elektrodi iz prevodnega materiala predstavljata enostavno
stacionarno zbiralo, ki zaradi svoje postavitve povzroita razdelitev in usmeritev
elektri¢nega polja k posamezni elektrodi (slika 4), s tem pa nastanek urejenih nanovlaken.
Elektrostatske sile, ki nastanejo v razdeljenem elektricnem polju, usmerijo nabit curek
proti elektrodama. Priblizevanje pozitivno nabitega curka povzro¢i nastanek nasprotnega
naboja na povrsini elektrode. Najmoc¢nejse elektrostatske sile nastanejo med koncem curka
in robom elektrode, kar omogoca pritrjevanje in raztegnitev NV med obema elektrodama.

Zbrana NV ohranijo naboj, s tem pa zagotavljajo urejeno odlaganje novih NV zaradi
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enakega naboja med njimi. Morfologija zbranih NV je odvisna od razdalje med
elektrodama in Casa njihovega zbiranja. Pri manjsi razdalji nastanejo NV z vecjim
premerom, daljsi ¢as zbiranja pa omogoca gostejsi nanos, kar zmanjsa vpliv odbojnih sil,
ki nastanejo med odlaganjem NV (20, 21). Uporaba negativno nabitih elektrod izboljsa
pritrjevanje NV, saj se ustvarijo moc¢nejSe elektrostatske sile med elektrodo in nabitim

curkom (22).
kovinska igla

vzporedni elektrodi

Slika 4: Shematski prikaz elektri¢nega polja, ki nastane med kovinsko iglo in vzporednima

elektrodama.

2. Uporaba vrteCega bobna (ang. rotating drum)

Vrteci boben (slika 5) je cilindri¢no zbiralo, narejeno iz prevodnega materiala, ki pri
ustrezno visoki hitrosti vrtenja omogoca nastanek urejenih NV. Pri tem mora biti linearna
hitrost povrSine vrtecega bobna enaka hitrosti potovanja curka, da se NV pritrdi na zbiralo
in zaradi vrtenja urejeno odloZi na povrsini bobna. Kadar je hitrost vrtenja bobna manjsa
od hitrosti curka, pride do naklju¢nega odlaganja NV na zbiralo, usmerjenost NV pa je
odvisna od kaoti¢nega gibanja curka. Ce hitrost vrtenja bobna preseze hitrost curka, se
curek zlomi in to onemogoca odlaganje NV. Hitrost vrtenja bobna poleg urejanja vpliva
tudi na premer NV in sicer tako, da pri vi§jih hitrostih vrtenja zaradi ve¢jega raztezanja

curka nastanejo NV z manj$im premerom (3, 22, 23, 24).

Slika 5: Vrte¢i boben.



3. Uporaba vrteCega zi¢natega bobna (ang. rotating wire drum)

Vrtece zbiralo v obliki Zi¢natega bobna je sestavljeno iz Zic, ki so enakomerno razporejene
po plascu cilindra (slika 6), ter pravzaprav zdruzuje lastnosti vzporednih elektrod in
vrteCega bobna. NV se najprej pritrdijo na najblizjo Zico bobna, ki jo doseze curek, nato pa
premik bobna NV raztegne in povzro€i njihovo pritrjevanje na naslednjo Zico. Pri tem je
urejenost NV odvisna od prisotnih elektrostatskih sil, in sicer prvo pritrjevanje doloc¢ajo
sile, nastale zaradi dovajanja visoke napetosti, drugi korak pa je odvisen od privlaka med
naslednjimi Zicami in nabojem NV. Pri vi§jih hitrostih vrtenja med Zicama nastane urejena
mreza NV, pri nizkih hitrostih pa se NV odlagajo predvsem na zice. Na urejenost NV
vpliva tudi debelina nanosa NV, v sploSnem pa velja, da so debelejsi nanosi zaradi

kopic¢enja naboja na zbranih NV manj urejeni (25).

4. Uporaba vrteCega diska (ang. rotating disc)

Vrte¢i disk (slika 7) ima ozek rob, na katerem se skoncentrira elektricno polje, kar
posledi¢no izboljsa pritrjevanje NV. Ceprav je $irina nanosa NV zelo tanka, je glavna
prednost uporabe tega zbirala ta, da so zbrana NV izredno urejena, saj se pri pritrjevanju
med novimi in zbranimi NV ustvari odboj. Rob zbirala tako privlaci potujo¢a NV oziroma
prihajajo¢ curek, odboj zbranih NV pa zaradi istovrstnih nabojev omogo¢i pritrjevanje NV
poleg zbranih NV, s tem pa je prepreceno njihovo prekrivanje. Razlike v oddaljenosti

zbranih NV so odvisne od premera NV in rezidualnega naboja (3, 22, 26, 27).

Slika 7: Vrtedi disk.



5. Naprava za zbiranje NV na notranjem obodu (ang. rotating jet)

Naprava za zbiranje NV na notranjem obodu (slika 8) je sestavljena iz prevodnega
kovinskega plasca, ki je ozemljen, in vrteCega sistema za razprSevanje raztopine polimera,
ki je povezan z visoko napetostjo. Curek NV se iz sredine naprave razprSuje, poleg
obi¢ajno prisotnih sil pa v tem primeru pri pritrjevanju deluje tudi centrifugalna sila, ki
zmanj$a nestabilnost curka pri potovanju do nasprotno nabitega kovinskega plas¢a in
omogoca bolj urejeno odlaganje NV. Zaradi vrtenja curka pride tudi do vecjega raztezanja

curka, kar vpliva na nastanek tanj$ih NV (28, 29).

Slika 8: Naprava za zbiranje NV na notranjem obodu.

Modifikacija zbirala vklju€uje Se dodatni zunanji kovinski obro¢, ki omogoca

skoncentriranje elektri¢nega polja v notranjem obrocu, s tem pa se $e poveca urejenost NV
(30).

1.4 METODE ZA MERJENJE UREJENOSTI NANOVLAKEN

Naslednji korak, ki logi¢no sledi izdelavi NV, je njihovo vrednotenje, in sicer dolo¢amo
predvsem morfologijo in topografijo NV. V ta namen najpogosteje uporabljajo vrsticno
elektronsko mikroskopijo (SEM, ang. scanning electron microscopy), ki temelji na analizi
povrsine vzorca s tankim snopom elektronov, ter s tem omogoca njegovo vizualizacijo na
nanometrskem nivoju. Po obsevanju povrSine z elektronskim snopom nastanejo zaradi
interakcij z vzorcem sekundarni elektroni, ki se zberejo na detektorju in pretvorijo v
signale o topografiji povrsine, kar vidimo kot ¢rno belo fotografijo vzorca (31). Tako lahko
iz analize SEM slike pridobimo informacije o povpre¢nem premeru, povrsini, obliki in
poroznosti NV, pri tem pa je pomembno, da metode merjenja premerov, urejenosti NV,
velikosti por itd. temeljijo na objektivnem in standardiziranem postopku, ki zagotavlja
primerljivost podatkov.

Urejenost NV lahko neposredno dolo¢amo z delovanjem mehanske sile na vzorec in pri
tem ocenjujemo proznostni modul NV. Velja namre¢, da so nanosi urejenih NV bolj

elasti¢ni in prozni, zato lahko prenesejo vecjo mehansko silo kot neurejena NV (24, 32).

10



Med vsemi do sedaj uporabljenimi metodami predstavlja dolo¢evanje urejenosti NV iz
SEM slik najhitrej$i in najenostavnej$i nacin vrednotenja. Le-to zajema dva pristopa, in
sicer merjenje kotov med NV in doloceno navidezno linijo ter dvodimenzionalno hitro
Fourierovo transformacijo (2D FFT) kot analizo urejenosti NV na podlagi oblike grafov, ki

predstavljajo pretvorbo intenzitete sivin posameznih slikovnih to¢k (33).

Merjenje kotov

Pri metodi merjenja kotov merimo kot med posameznim NV in navidezno postavljeno
linijo, ki predstavlja referencno linijo (slika 9) usmerjenosti NV v vzorcu ali pa poteka

vertikalno glede na vzorec (slika 10).

Slika 9: Merjenje kotov (rumeni ¢rti) glede na referen¢no linijo (modra ¢rta).

Pri merjenju z referencno linijo usmerjenosti predstavljajo koti odklone od referencne
linjje in v primerjavi z ostalimi postavitvami je ta princip najenostavnej$i (8). Pri metodi
merjenja kotov z vertikalno linijo pa je potrebno meritve, da so med seboj primerljive, Se
normalizirati. Slednje naredimo tako, da po izvedenih meritvah izracunamo povprecni kot,
le-tega pa nato odstejemo od posameznih meritev, s tem pa dosezemo zmanjS$anje vpliva
razlik pri pripravi vzorcev za SEM analizo. Normalizirane vrednosti tako predstavljajo

odklone od referen¢ne linije, ki je dolo¢ena s povpre¢nim kotom (20).

Slika 10: Merjenje kotov (rumene ¢rte) glede na vertikalno linijo (modre ¢rte).
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Ne glede na uporabljeno metodo izvedene meritve vedno predstavimo v obliki
histogramov, kjer 0° pomeni vzporednost NV z referen¢no linijo, 90° pa pravokotnost NV
z njo. Meritvam dodamo Se razli¢en predznak, negativen ali pozitiven, ki predstavlja
razlike v usmerjenosti NV v levo ali desno smer. Pomembna informacija je na tem mestu
Se porazdelitev meritev histograma, pri ¢emer ozka porazdelitev pomeni urejenost, Siroka

porazdelitev pa neurejenost NV (9, 20).

Metoda hitre Fourierove transformacije

Hitra Fourierova transformacija (ang. Fast Fourier Transformation - FFT) je algoritem, ki
pretvarja razlike v intenziteti sivin slikovnih toc¢k analizirane slike v frekvenéni grafi¢ni
prikaz (slika 11). Za izvedbo FFT analize mora biti velikost slike 2" (256 x 256, 512 x 512,
1024 x 1024 ...), barvni model v 8-bitnih sivinskih odtenkih (ang. grayscale), rezultat
analize pa je frekvencna porazdelitev slikovnih tock, kar lahko s pridom izkori§¢amo pri
doloc¢evanju urejenosti NV. Podro¢ja SEM slike z enako intenziteto slikovnih tock se
namre¢ s FFT pretvorijo v signale nizkih intenzitet, ki so zgo$feni na sredini FFT
grafi¢nega prikaza. Po drugi strani pa so signali visokih intenzitet razporejeni na periferiji
FFT graficnega prikaza in predstavljajo razlike intenzitet slikovnih tock dolocenega
podro¢ja. SEM slika neurejenih NV ima tako v FFT grafi¢nem prikazu na sredini zgosc¢ene
bele slikovne tocke, ki so razporejene krozno simetri¢no, pri ¢emer je simetri¢na oblika
porazdeljenosti posledica vecjih predelov slikovnih tock z enako intenziteto (slika 11A).
Nasprotno pa imajo urejena NV bele slikovne tocke porazdeljene po doloceni osi, saj so

tudi slikovne toc¢ke enake intenzitete razporejene le v eni smeri (slika 11B).
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Slika 11: Prikaz izvedbe FFT metode na neurejenih (A) in urejenih NV (B).
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Za natan¢nejSo analizo urejenosti NV je v nadaljevanju potrebno dobljene frekvenéne
graficne prikaze FFT pretvoriti v §teviléne vrednosti, ki jih lahko predstavimo v grafih.
Pretvorba je moZzna s pomoc¢jo funkcije radialnega seStevanja, ki omogoca seStevanje
intenzitete slikovnih tock po kroZznem prikazu (prav zaradi tega moramo tudi FFT grafi¢ni
prikaz oznaciti v obliki kroga). Pred radialnim seStevanjem frekvenéne porazdelitve
obi¢ajno poravnamo na vertikalno linijo, saj tako lazje primerjamo posamezne grafe, nato
pa seStejemo intenzitete po posameznih kotih od 0 do 360°. Te vsote predstavimo v grafih,
ki so simetri¢ni zaradi radialnega seStevanja, le-te pa je Se potrebno normalizirati zaradi
razlik v osvetljenosti SEM slik, ki so posledica bodisi razli¢ne debeline nanosa NV bodisi
nastavitev SEM mikroskopa ali drugih dejavnikov, ki vplivajo na kontrast in svetlost SEM
slik. Normalizacijo izvedemo tako, da graf vsot intenzitet premaknemo na x-os (slika 12),
pri tem pa sprva dolo¢imo normalizacijski faktor. Slednjega izberemo med najnizjimi
vrednostmi vsot intenzitet, nato pa posamezne vrednosti delimo z enakim faktorjem in od
dobljene vrednosti odstejemo 1, da premaknemo graf bliZje x-osi. Pozorni moramo biti, da
ne izberemo prevelikega normalizacijskega faktorja, saj lahko s tem preve¢ znizamo visino
vrha, ki kaze urejenost NV in tako dobimo napacne informacije o urejenosti.
Normalizirane vrednosti predstavimo v grafu, stopnjo urejenosti NV pa razberemo iz
oblike vrhov. Za neurejena NV so tako znacilni skoraj enako visoki vrhovi, prisotni na
vsakih 90° (slika 12A). Nasprotno pa so grafi urejenih NV asimetricni, in sicer z dvema
vedjima vrhova pri 90 in 270°, ki predstavljata urejenost NV ter dvema manjSima vrhova
pri 0 in 180°, ki kazeta vplive ozadja (slika 12B). Visoka in ozka oblika ve¢jih vrhov

nakazuje na pojav urejenih NV, Siroki vrhovi pa prisotnost v ve¢ smereh urejenosti (33).
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1.5 STATISTICNA OBDELAVA

Pri raziskovalnem delu s statisticnimi testi potrdimo ali ovrZzemo vpliv posameznih
preuc¢evanih dejavnikov na dolo¢eno spremenljivko, pri tem pa je izbira testov odvisna od

lastnosti populacije vzorca, ki jo preiskujemo.

Enofaktorska analiza varianc

Enofaktorska analiza varianc (ANOVA) je statisti¢ni test, s katerim preverjamo enakost
povprecij dveh ali ve¢ neodvisnih skupin. Pri statistiéni analizi dveh skupin lahko
uporabimo t-test ali ANOVA, saj velja, da je t-test poseben primer ANOVA in daje enake
rezultate. Pri medsebojni primerjavi vecjega Stevila skupin z ve¢ t-testi pa bi prislo do
napake, zato je potrebno uporabiti ANOVA. Pred izvedbo testa ANOVA morajo biti
izpolnjene naslednje predpostavke: i) odvisna spremenljivka je normalno porazdeljena
glede na posamezen dejavnik, ki ga testiramo, ii) variance odvisne spremenljivke so enake
pri vseh testiranih skupinah, iii) primeri predstavljajo naklju¢ne vzorce populacije in iv)
testirane spremenljivke so med seboj neodvisne. Pri neenakih variancah testiranih skupin
sta testa Welch in Brown-Forsythe zaradi vecje robustnosti ustrezni alternativi testu
ANOVA.

ANOVA test izvedemo tako, da postavimo nicelno in alternativno hipotezo, dolo¢imo
mejo signifikantnosti a (vecinoma je postavljena na 0,05), izracunamo vsote kvadratov,
prostostne stopnje, srednje kvadrate ali variance. Iz razmerja varianc dobimo testno
statistiko F, ki jo primerjamo z vrednostjo iz tabele F distribucije in ocenimo
signifikantnost. Statisti¢ni programi kot rezultat obdelave poleg izracunanih vrednosti
posameznih korakov  ANOVA podajo vrednost p, ki predstavlja najmanjSo stopnjo
signifikantnosti, pri kateri Se lahko zavrnemo nicelno hipotezo. Pri statistikah enakih ali
vecjih od tabelarne vrednosti oziroma p<0,05 ovrZemo nic¢elno hipotezo, kar pomeni, da se
primerjane skupine med seboj razlikujejo. Ce je izratunana statistika manjsa od tabelarne
vrednosti oziroma p>0,05, nicelne hipoteze ne moremo zavrniti. S statisticnim testom
ANOVA torej lahko potrdimo le, da obstaja razlika med primerjanimi skupinami, za
natan¢nejSo informacijo, katere skupine se razlikujejo, pa uporabimo post hoc teste.
Pogosto se uporablja Tukey-ev test, saj med seboj primerja vse kombinacije testiranih
skupin, velikost skupin je lahko neenakomerna, verjetnost napa¢no dolocene razlike je

manjsa od o, vendar pa ga lahko uporabimo le pri enakih variancah. Pri neenakih variancah
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predstavlja Games-Howellov test ustrezno alternativo za iskanje razlik med testiranimi

skupinami (34, 35).

1.6 POLIVINILALKOHOL

Polivinilalkohol (PVA) je vodotopni sintezni polimer z molekulsko maso 20 000-200 000
g/mol. Nahaja se v obliki granularnega praska, ki je bele do kremaste barve in brez vonja.
Pridobivajo ga z delno ali popolno hidrolizo polivinilacetata in je lahko razli¢nih stopenj
polimerizacije. Tako stopnja polimerizacije kot stopnja hidrolize vplivata na fizikalno-
kemijske lastnosti PVA, in sicer zviSevanje obeh stopenj zmanj$uje topnost polimera v
vodi in oteZuje njegovo kristalizacijo (36, 37).

PVA se v farmaciji uporablja kot pomozna snov za oblaganje tablet, stabilizator emulzij in
zgoscevalec, v biomedicini pa predvsem za izdelavo mehkih kontaktnih le¢, vsadkov in
umetnih organov (36, 38). Zaradi biokompatibilnosti, netoksi¢nosti, nekancerogenosti,
zmoznosti nabrekanja in bioadhezivnih lastnosti je PVA polimer izbire kot biomaterial.
Ker so se v vodnem okolju razli¢ni dostavni sistemi iz PVA (filmi, hidrogeli, NV) izkazali
za precej nestabilne, se za povecanje njihove stabilnosti posluzujejo razli¢nih tehnik
premreZevanja in tvorbe kopolimerov (38, 39).

PVA je eden izmed prvih polimerov, iz katerega so pripravili NV, Se danes pa se ga na
biomedicinskem podrocju pogosto uporablja za razvoj NV za tkivne nadomestke, sodobne
obloge za rane in kot sistemi za dostavo ucinkovin. Tako so na primer znani poskusi
izdelave ogrodja iz NV PVA, kolagena in nanodelcev hidroksiapatita, ki bi po sestavi in
zgradbi posnemalo kostno ogrodje (40). Prav tako PVA NV pri raziskovanju sodobnih
oblog za celjenje ran izkazujejo velik potencial, saj s porozno strukturo posnemajo
strukturo ECM, usmerjajo migracijo celic in spodbujajo njihovo aktivnost, omogocajo
absorpcijo izlockov rane, izmenjavo plinov in hranil ter vklju¢evanje razli¢nih u¢inkovin
(antibiotikov, nesteroidnih antirevmatikov), ki pospesujejo celjenje. Ugotovili so tudi, da
vklju€evanje drugih polimerov (polivinilacetat) in nanodelcev v NV podaljsa spros¢anje
ucinkovin do ve¢ dni (39, 41, 42). Poleg uporabe NV iz PVA kot dostavnih sistemov za
podalj$ano spros$canje so tak$na NV uporabna tudi kot hitro disperzibilni sistemi, saj zaradi

njihovega hitrega nabrekanja in raztapljanja takoj sprostijo zdravilno ué¢inkovino (43).
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2 NAMEN DELA

Podrobnejse poznavanje procesa izdelave in raziskovanje potencialne uporabe NV je
vplivalo na razvoj modifikacij osnovnega procesa elektrostatskega sukanja za izdelavo NV
z 7elenimi lastnostmi. Tako se je poleg iskanja optimalnih pogojev za izdelavo NV iz
razli¢nih polimerov in preucevanjem njihove morfologije izkazala kot izrednega pomena
urejenost oziroma usmerjenost izdelanih NV. To je Se posebej pomembno za podrocje
biomedicine, saj NV posnemajo strukturo ECM visoko urejenih tkiv in v primerjavi z
naklju¢no urejenimi NV omogocajo hitrejSo in usmerjeno razrast celic.

Namen diplomske naloge bo izdelati urejena NV iz PVA z metodo elektrostatskega
sukanja. V ta namen bomo za zbiranje NV uporabili vrtece zbiralo v obliki bobna, ki smo
ga sami zasnovali na Fakulteti za farmacijo. V procesu izdelave bomo sistemati¢no in
natan¢no spreminjali pogoje elektrostatskega sukanja, in sicer koncentracijo polimera,
uporabljeno napetost, razdaljo med iglo in zbiralom ter hitrost vrtenja zbirala, pripravljena
vlakna pa ovrednotili s pomoc¢jo slik, ki jih bomo posneli z vrsticnim elektronskim
mikroskopom. Glavni cilj bo podrobno preuciti vpliv posameznih parametrov na urejenost
in morfologijo vlaken z namenom doloc¢evanja optimalnih pogojev za nastanek gladkih
urejenih NV, orientiranih v samo eno smer. Pri vrednotenju urejenosti bomo raziskali dve
objektivni metodi iz literature, ki temeljita na vrednotenju slik izdelanih s SEM, ju
modificirali za naSe vzorce ter kriti¢no ocenili njuno uporabnost. Ugotovitve vplivov
posameznih pogojev elektrostatskega sukanja bomo podkrepili Se s statisticno analizo. V
zadnjem delu bomo kriti¢no ocenili dobljene rezultate in predlagali moznosti optimizacije

izdelanih NV za potencialno uporabo v biomedicini.
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3 EKSPERIMENTALNO DELO

3.1

MATERIALI

Reagenti za pripravo polimerne raztopine za elektrostatsko sukanje:

polivinilalkohol Mowiol 20-98®, M, = 125 000 g/mol, stopnja hidrolize 98.0-

98.8%, stopnja polimerizacije 2800, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemc¢ija

prec¢iscena voda

3.2 NAPRAVE

Priprava polimerne raztopine:

digitalna tehtnica, Vibra AJ-2200 CE, Japonska

magnetno mesalo

Izdelava urejenih nanovlaken:

generator visoke napetosti, Linari Engineering, Italija

¢rpalka, Razel TM, R99, Italija

20 ml brizgalke za enkratno uporabo, Omnifix®, B. Braun

kovinska igla z notranjim premerom 0,8 mm, Linari Engineering, Italija
vrtece zbiralo v obliki bobna, Systro Eiterfeld

aluminijasta folija $irine 12 cm, Roial, Italija

nevidni lepilni trak, Scotch Magic, 3M, Francija

merilec temperature in vlage, ISOLAB Laborgeridte GmbH, Nemcija

Vrednotenje nanovlaken:

obojestranski prevodni lepilni trak, premer 12 mm, Oxon, Oxford instruments,
Velika Britanija

vrsticni elektronski mikroskop z visoko loc¢ljivostjo (SEM), Carl Zeiss, model
SUPRA 35 VP, Oberkochen, Nem¢ija

racunalniski program ImageJ 1.45s, Image Processing and Analyzing in Java, NIM,
ZDA

racunalniski program SPSS Statistics 17.0, IBM, ZDA
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3.3 POSTOPKI IN METODE

Priprava raztopin polivinilalkohola

Za pripravo 8%, 10% in 12% (m/m) PVA raztopin smo natehtali preracunano koli¢ino
polimera in ga dodajali ustrezni koli€ini preciS¢ene vode v stekleni ¢asi. Raztopino smo ob
konstantnem mes$anju na magnetnem mesalu segrevali pri priblizno 90 °C, dokler se
polimer ni v celoti raztopil, pri tem pa je bil ¢as segrevanja odvisen od vsebnosti PVA (od
2 do 4 ure). Pri tem velja izpostaviti zanimivo dejstvo, da smo raztopine z vecjo vsebnostjo
PV A morali segrevati krajsi ¢as, saj se je PVA raztopil hitreje. Bistro raztopino PVA smo
nato postopoma ohladili, pri tem pazili, da na povr$ini ni nastal polimeren film, dodali

pre¢is€eno vodo, ki je med segrevanjem izparela, ter pustili meSati 24 ur pri sobni

temperaturi, da smo dobili raztopino v ravnoteZju s popolno hidratacijo polimera.

Izdelava urejenih nanovlaken

Urejena nanovlakna smo izdelali z metodo elektrostatskega sukanja ob uporabi vrtecega
zbirala v obliki bobna s premerom 12 cm (slika 13). Plasti¢no brizgo s kovinsko iglo smo
napolnili s priblizno 6 ml raztopine PVA in pri tem pazili, da je v brizgi ostalo ¢im manj
zranih mehurckov. Brizgo smo vpeli v ¢rpalko in nastavili konstanten pretok 0,637 ml/h.
Tak pretok se je namre¢ v predhodno opravljenih $tudijah o PVA nanovlaknih na Fakulteti
za farmacijo izkazal za optimalnega. Kovinsko iglo smo povezali z generatorjem visoke
napetosti, na vrtece zbiralo z lepilnim trakom pritrdili aluminijasto folijo, tako da je ostala

neposkodovana tudi pri vi§jih obratih, ter zbiralo ozemljili (slika 14).

|l OZEMLJITEV
GENERATOR
VISOKE
NAPETOSTI
30KV BRIZGA S 5 A ‘UPRAVLJALNIK
[ ma | KOVINSKO IGLO | | Yoo rm ] 03
- - JH TTT
CRPALKA
ROTIRAJOCE
ZBIRALO

Slika 13: Shema naprave za elektrostatsko sukanje.
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Slika 14: Generator visoke napetosti (A), plasti¢na brizga s kovinsko iglo, vpeta v ¢rpalko (B) in vrtece
zbiralo (C).

7, namenom ovrednotiti vpliv posameznih procesnih parametrov (koncentracije, napetosti,
obratov ter razdalje med kovinsko iglo in zbiralom) na izdelavo NV, smo pogoje

elektrostatskega sukanja sistemati¢no spreminjali, in sicer smo NV izdelali pri:
* koncentracijah: 8, 10, 12% (m/m) PVA,
= napetostih: 10, 15, 20, 25, 30 kV,
= obratih: 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000 rpm in
» razdaljah med kovinsko iglo in zbiralom: 10, 15, 20 cm.

V vseh primerih je bil ¢as elektrostatskega sukanja 15 minut, kar je ve¢ kot zadostovalo za
pridobitev zadostne koli¢ine vzorca za nadaljnje analize, med izdelavo pa smo spremljali

tudi temperaturo in vlaznost zraka ter nihanje elektri¢nega toka.

Vrednotenje nanovlaken

Izdelana NV smo pripravili za analizo z vrstiénim elektronskim mikroskopom (SEM)
(Supra 35 VP, Carl Zeiss, Oberkochen, Nemcija), kar smo storili tako, da smo vzorce NV
velikosti priblizno 0,5 x 0,5 cm izrezali iz sredine folije in jih s prevodnim obojestranskim
lepilom prilepili na nosilce za SEM, jih vstavili posami¢no v SEM, nato pa jih pogledali

pri pospesevalni napetosti 1 kV in z uporabo sekundarnega detektorja.
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Merjenje premerov nhanovlaken

Dobljene SEM slike NV smo analizirali z ra¢unalnis$kim programom ImagelJ 1.45s (ImageJ
1.45s software, NIH, ZDA), pri ¢emer smo povprecne premere izdelanih NV dolocali tako,

da smo 50-im naklju¢no izbranim NV pri 50.000 x povecavi izmerili premer.

Dolocanje urejenosti nanovlaken

Urejenost NV smo vrednotili z dvema objektivnima metodama, in sicer merjenjem kotov
in metodo FFT. Meritev kotov je potekala tako, da smo na SEM sliko 10.000 x povecave
posameznega NV. Pri vseh meritvah je bil krak kota, ki ga je dolo¢alo NV, na desni strani,
saj smo s tem razlikovali NV, ki so krizala ve¢ino NV (slika 15). Tudi tukaj smo na vsaki

sliki izmerili priblizno 50 razli¢nih kotov naklju¢no izbranih N'V.

Slika 15: Primer merjenja Kotov.

Usmerjenost NV smo v nadaljevanju normalizirali tako, da smo od posamezne meritve
odsteli povprecni kot. Z normalizacijo smo pridobili informacije o odklonih posameznih
NV od povpre¢nega kota NV, s tem pa zmanjsali razlike pri nanosu NV na folijo, pripravi
vzorcev za SEM analizo in snemanju SEM slik. Merjenje kotov pri vertikalno urejenih NV
je bilo po opisanem postopku otezeno in opazili smo bimodalne porazdelitve kotov, kar je
kazalo na neurejena NV, Ceprav je bila na SEM slikah vidna dokaj visoka urejenost.
natan¢no izmeriti, in veliki koti zaradi NV, ki krizajo glavno usmerjenost. Zaradi tega smo
metodo modificirali tako, da smo pred meritvami kotov SEM sliko obrnili za 90° (slika
16), s tem pa smo lahko natan¢neje izmerili posamezne kote in zmanjsali razlike zaradi

krizanja NV.
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Slika 16: Razlike pred (zgoraj) in po (spodaj) modifikaciji merjenja kotov.

Pri FFT metodi smo uporabili SEM slike z 2000 x pove€avo, da bi z analizo zajeli ¢im
vecjo povrsino nanosa NV. Slike smo obrezali na velikost 512 x 512 slikovnih pik, da smo
dobili najvecji kvadrat, in izvedli FFT analizo. Kot rezultat smo dobili frekvenéne domene,
ki smo jih s pomoc¢jo vticnika Oval Profile s funkcijo radialnega seStevanja pretvorili v
grafe.

Za lazjo primerjavo smo posamezne grafe normalizirali po enacbi /, kjer N predstavlja
normalizirano vrednost, y je posamezna vrednost grafa in ypi, je minimalna vrednost grafa.

No Y
ymin

Enacba 1: Formula normalizacije FFT metode.

21



Statisti¢na obdelava podatkov

Dobljene podatke smo obdelali v ra¢unalniskem programu SPSS Statistics 17.0, pri tem pa
smo statisticno signifikantnost posameznih parametrov preverjali glede na homogenost
varianc potrjeno z Levenovim testom. Pri enakih variancah skupin smo uporabili test
ANOVA, za post hoc analizo pa test Tukey; pri neenakih variancah pa testa Welch in
Brown-Forsythe ter test Games-Howell za post hoc analizo. Statisticno signifikantne

razlike pri vseh testih smo potrdili pri p<0,05 (slika 17).

Oneway
Test of Homogeneity of Variances
Premeri
Levene Statistic df1 df2 Sig.
688 2 2185 (503
ANOVA
Premeri
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups ,004 2 ,002 ,281 ,755 )
Within Groups 17,405 2185 ,008

Total 17,410 2187

Post Hoc Tests

Multiple Comparisons
Dependent Variable:Premeri

() Obrati  (J) Obrati Mean Difference (I-J) | Std. Error Sig.
Tukey HSD 1000 3000 ,0011937 ,0046910 ,965 )
6000 ,0034405[ ,0046672 741
3000 1000 -,0011937 ,0046910 ,965
6000 ,0022468( ,0046639 ,880
6000 1000 -,0034405( ,0046672 741
3000 -,0022468( ,0046639 ,880

Slika 17: Primer izpisa statistike iz SPSS. Z rdeco so oznacene statisti¢ne vrednosti p.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 VREDNOTENJE MORFOLOGIJE IZDELANIH NANOVLAKEN

Za izdelavo urejenih NV smo uporabili vodne raztopine PVA koncentracij 8, 10 in 12 %
(m/m), saj so NV iz teh v predhodnih raziskavah na Fakulteti za farmacijo Ze bila uspesno
pripravljena. Elektrostatsko sukanje smo izvedli pri razli¢nih napetostih, razdalji med iglo
in zbiralom ter pri razli¢nih obratih zbirala, pri ¢emer pa je bil pretok polimerne raztopine
skozi iglo konstanten. S sistemati¢nem spreminjanjem posameznih procesnih pogojev smo
namre¢ Zeleli zajeti in preuditi ¢im $irsi vpliv posameznega faktorja na izdelana NV. Za
vrednotenje morfologije dobljenega produkta smo izbrali objektivno graficno metodo -
SEM, ki ne poskoduje vzorca. SEM slike smo ocenili kvalitativno, tako da smo preverili
obliko NV in prisotnost anomalij, kot so na primer vozli in kaplje polimera, ter njihovo

pogostost pojavljanja pri posameznih pogojih.

Vpliv obratov

Slika 18 prikazuje morfologijo NV, ki smo jim pri izdelavi spreminjali le hitrost vrtenja
zbirala, vsi ostali pogoji elektrostatskega sukanja pa so bili konstantni. Jasno lahko vidimo,
da urejenost NV naras¢a s povecevanjem obratov, saj so pri nizkih obratih NV imela Se
zavoje in bila naklju¢no odloZena na zbiralo, z naras¢anjem obratov pa so se izravnala in

poravnala le v eni smeri.

—— 100r m_
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Slika 18: SEM slike NV pri razli¢nih obratih, 10% PVA, 15 cm in 25 kV.

Vpliv koncentracije

Slika 19 kaZe spreminjanje NV pri razli¢nih uporabljenih koncentracijah PVA. Ugotovili
smo, da je debelina nanosa zbranih NV na aluminijasti foliji padala z zviSevanjem
koncentracije PVA, kar pripisujemo dejstvu, da se je kovinska igla med izdelavo NV

veckrat zamasila zaradi vecje viskoznosti raztopin.
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Slika 19: SEM slike NV pri razli¢nih koncentracijah, 15 kV, 15 cm in 6000 rpm.

Dodatno smo pri 12% PVA opazili tudi ve¢ morfoloskih anomalij NV. Pojavila so se
splos¢ena in razvejana NV (slika 20). Prva nastanejo pri polimernih raztopinah z vecjo
viskoznostjo, saj ta upocasni izhlapevanje topila med potovanjem curka do zbirala in zato
Se nepopolnoma posusena NV prispejo do zbirala, kjer se ob trku splos¢ijo (15, 44).
Opazena razvejana NV pa so posledica cepitve curka med elektrostatskim sukanjem kot
rezultat skupnega delovanja sil zaradi aplicirane elektricne napetosti in povrSinske

napetosti raztopin (15).

Slika 20: Splo$¢eno NV (rdeca obroba) in razvejano NV (rumena obroba) pri 12% PVA, 15 cm, 15 kV
in 6000 rpm.

Vpliv napetosti

Slika 21 prikazuje izdelana NV pri razli¢nih napetostih. Pri nizkih napetostih smo opazili
ve¢ zavojev NV, ki pa so se z ve€anjem napetosti odpravili, pri najvisji napetosti pa smo
neurejena NV opazili predvsem v zgornji plasti nanosa. Raziskave so pokazale, da se
zavoji NV pojavljajo zaradi nestabilnosti curka NV pri pritrjevanju na zbiralo zaradi vedno

vi§jih vnesenih elektrostatskih sil (15).
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Slika 21: SEM slike NV pri razli¢nih napetostih, 10% PVA, 15 cm in 6000 rpm.

Vpliv razdalje

Slika 22 prikazuje spreminjanje NV pri razli¢nih razdaljah. Vidimo, da se z vefanjem
razdalje nanosi tanj$ajo in so redkeje prepleteni; razlike v debelini, Sirini in kompaktnosti
nanosa NV na aluminijasti foliji pa smo opazili tudi Ze s prostim o¢esom med samo
izdelavo. Tako smo pri razdalji 10 cm dobili ozke (do 3 cm), goste in kompaktne nanose,

pri 20 cm so bila NV najbolj krhka, v $irokih (ve¢ kot 12 cm) in redkih plasteh.
10 cm | 15 cm 20 cm

Slika 22: SEM slike NV pri razli¢nih razdaljah, 8% PVA, 15 kV in 6000 rpm.

Poleg tega smo opazili tudi pogostejSe pojavljanje zlitih NV pri 10 cm, kar pa pripisujemo
nezadostnemu izhlapevanju topila pred pritrjevanjem na zbiralo zaradi prekratke razdalje

(15).
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42 VREDNOTENJE PREMERA NANOVLAKEN

Po kvalitativnem pregledu izdelanih NV smo na SEM slikah opravili tudi kvantitativne
analize, tako da smo izmerili premere NV in iz dobljenih rezultatov ocenili vplive
posameznih pogojev elektrostatskega sukanja, ugotovitve pa tudi statisti¢éno analizirali in
ovrednotili njihovo signifikantnost.

Premeri vseh izmerjenih NV so bili med 150 in 700 nm, pri ¢emer pa je bil povprecni
premer 300 nm. NV z najmanj$im premerom smo izmerili pri 8% PVA, 15 c¢cm, 30 kV,

6000 rpm, najvecji premer pa so imela NV pri 12% PVA, 15 cm, 10 kV, 6000 rpm.

Vpliv obratov

Vpliv hitrosti vrtenja zbirala na povprecni premer NV smo dolocali pri koncentraciji 10%
PVA, saj je ta raztopina glede na postavitev nasega dela predstavljala sredino uporabljenih
koncentracij, poleg tega pa je tudi v drugih $tudijah pogosto uporabljena pri izdelavi NV.
Graf 1 tako prikazuje spreminjanje premera NV v odvisnosti od obratov, kjer lahko
vidimo, da se povprecni premeri in standardne deviacije ne glede na uporabljene pogoje ne
razlikujejo, kar smo tudi statisti¢no dokazali s testom ANOVA (p>0,05). Hitrost vrtenja
zbirala torej na premer NV ne vpliva, bistveno pa vpliva na njihovo urejenost, kar je tudi v

skladu z Ze objavljenimi Studijami (23, 24, 25).
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Graf 1: Vpliv obratov na povprecni premer NV pri 10% PVA.

Glede na to ugotovljeno dejstvo smo vse nadaljnje analize vplivov posameznih pogojev na
elektrostatsko sukanje urejenih NV izvedli s podatki, pridobljenimi pri 6000 rpm, saj so pri
teh obratih nastala NV, ki so bila najbolj urejena, ravna in z najmanj anomalijami, kar je

bil tudi cilj nasega dela.
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Vpliv koncentracije

Graf 2 prikazuje povprecni premer urejenih NV v odvisnosti od koncentracije PVA. Jasno
lahko vidimo, da se z viSanjem koncentracije premer NV in njegova standardna deviacija
povecata. Z visanjem koncentracije polimera se zaradi veéjega prepletanja polimernih
verig poveca tudi viskoznost raztopine polimera, kar povzro¢i nastanek stabilnejSega
curka, ki se upira raztegovanju in tanjSanju zaradi delovanja elektrostatskih sil, in
posledi¢no tako ostanejo NV z ve¢jimi premeri (15). Vecje standardne deviacije pri
najvisji koncentraciji pripisujemo cepitvi curka, ki povzro€i nastanek razlicno debelih NV.
Razlike med povpre¢nimi premeri pri razli¢nih koncentracijah so tudi signifikantne, kar

smo statisti¢no potrdili s testom ANOVA (p<0,05).
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Graf 2: Vpliv koncentracije PVA na povpreéni premer NV pri 6000 rpm.

Vpliv napetosti

Graf 3 prikazuje odvisnost povprecnega premera od uporabljene napetosti pri 10% PVA.
Rezultati so pokazali, da povecevanje napetosti povzro¢i nastanek NV z manjSim
premerom, in to ne glede na ostale pogoje elektrostatskega sukanja, pri tem pa se tudi
standardne deviacije bistveno ne razlikujejo med seboj. Razlikovanje premerov smo tudi
statisticno potrdili (p<0,05). ZmanjSevanje premera NV z veCanjem napetosti je odraz
vedno vecjega delovanja elektrostatskih sil v curku, ki povzrocijo njegovo podaljSevanje in

s tem nastanek tanj$ih NV (15).
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Graf 3: Vpliv napetosti na povprecni premer NV pri 10% PVA.

V nadaljevanju smo izvedli podrobnejSo analizo spreminjanja premera v odvisnosti od
napetosti za vsako uporabljeno koncentracijo PVA posebej pri 6000 rpm, kar prikazuje
graf 4. Ugotovili smo, da spreminjanje napetosti pri 8% PVA ne kaze ve¢jih razlik med
povpre¢nimi premeri, tudi standardne deviacije so precej majhne. Pri 10% PV A se pojavi
anomalija pri 15 kV, kjer je povprecen premer najvecji, vendar pa se premer z nadaljnjim
vecanjem napetosti manjSa. Standardne deviacije so v tem primeru Ze nekoliko vecje kot
pri 8% PVA. Trend upadanja premera z ve¢anjem napetosti je najbolj viden pri 12% PVA,
kjer so tudi vec¢je standardne deviacije, kar pa je ponovno posledica ve¢jega delovanja sil

in cepitve curka pri vi§jih napetostih (15).
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Graf 4: Vpliv napetosti na povprecni premer NV pri razli¢nih koncentracijah in 6000 rpm.
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Vpliv razdalje med kovinsko iglo in zbiralom

Graf 5 prikazuje povprecni premer NV pri razliénih uporabljenih razdaljah in 10% PVA.
Vidimo lahko, da se s pove¢evanjem razdalje premer NV in standardna deviacija skoraj ne
spreminjata, kljub temu pa so se povprec¢ni premeri pri 15 cm statisti¢no signifikantno
(p<0,05) razlikovali od povprecnih premerov pri 10 in 20 cm, med katerimi nismo dokazali

razlik (p>0,05).
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Graf 5: Vpliv razdalje na povpreéni premer NV pri 10% PVA.

Ce spreminjanje premera glede na razdaljo pogledamo podrobneje ob upostevanju
razlicnih koncentracij in 6000 rpm (graf 6), ugotovimo, da v sploSnem res ni prislo do
sprememb povprecnih premerov in standardnih deviacij, kljub temu pa lahko opazimo
odstopanja pri razdalji 15 cm. Na tem mestu smo namre¢ pri koncentraciji 10% PVA
opazili zmanjSanje in pri 12% PVA povecanje povprecnega premera NV, smo pa v obeh

primerih Se zmeraj znotraj standardnih deviacij ostalih rezultatov.
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Graf 6: Vpliv razdalje na povpre¢ni premer NV pri razli¢nih koncentracijah in 6000rpm.
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4.3 VREDNOTENJE UREJENOSTI NANOVLAKEN

Urejenost smo definirali kot orientiranost NV le v eni smeri, pri ¢emer smo tezili k izdelavi
&im bolj vzporedno usmerjenih NV. Ceprav je urejenost NV jasno razvidna Ze iz same
SEM slike, smo za racionalno vrednotenje le-te uporabili objektivne graficne metode,

povzete iz literature, ki smo jih za na$ primer Se nekoliko modificirali.

Vrednotenje urejenosti z metodo merjenja kotov

Merjenje kotov je sicer precej enostaven postopek, ki pa zahteva veliko natancnost.
Dodatno je postopek tudi ¢asovno potraten, saj moramo za reprezentativnost rezultatov
izmeriti veliko Stevilo kotov na eni sliki. Metoda je uporabna pri vrednotenju vzorcev z
razli¢no stopnjo urejenosti, rezultate pa predstavimo v obliki histograma. Pri tem bolj
urejena NV dajejo ozje porazdelitve kotov v histogramu, modiﬁkacija tehnike pa je
merjenje kotov ni izvedljivo, oziroma ko imajo NV majhne odklone od vertikalne linije, ki
jih ne moremo natan¢no izmeriti.

Urejenost NV smo vrednotili pri 10.000 x povecavi, saj smo pri tej zagotovili dovolj
natanc¢ne meritve.

Na sliki 23 sta prikazana histograma porazdelitev odklonov posameznih NV od
povprecnega kota pri visoko urejenih vzorcih, ki smo jih izmerili pri najvisjih obratih.
Razvidno je, da sta porazdelitvi ozki in z visokimi frekvencami, kar kaze na to, da je

vecina NV usmerjena v isto smer, to pa je tudi v skladu s SEM slikami istih vzorcev.

8% PVA, 15 cm, 25 kV, 6000 rpm 10% PVA, 15 cm, 25 kV, 6000 rpm
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Slika 23: Histograma visoko urejenih NV in pripadajo¢i SEM sliki.
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Za podrobnejSe in bolj jasno razlikovanje med enakimi porazdelitvami kotov smo
porazdelitev v histogramih ovrednotili z odstotkom urejenosti NV (slika 24), definiranim
kot razmerje med Stevilom NV v najozjem definiranem intervalu (od -10° do 10°) in
Stevilom vseh izmerjenih NV. Pri tem vecji odstotek nakazuje vecjo urejenost, kar pa
pomeni, da ima vedina NV analiziranega vzorca odklone od glavne smeri urejenosti
manjse od 10°.

10% PVA, 15 cm, 25 kV, 6000 rpm

Frekvenca

Slika 24: Primer od¢itavanja Stevila NV, ki so na intervalu od -10°do 10°.

V preglednici I so prikazani rezultati odstotkov urejenosti, izrac¢unani pri vzorcih visoke
urejenosti. Razberemo lahko, da je najve¢ja urejenost NV pri 10% PVA, 15 cm, 25 kV,
6000 rpm, kar pa smo opazili Ze na SEM sliki vzorca. Urejenost je bila visoka tudi pri 8%
PVA, 15 cm, 25 kV, 6000 rpm in 12% PVA, 10 cm, 25 kV, 6000 rpm, vendar smo po
primerjavi s SEM slikami ugotovili, da se je pri slednji pojavilo ve¢ anomalij v obliki zlitih
NV, kar pa za nadaljnjo uporabo ni zazeleno. V preglednici nismo prikazali odstotkov
urejenosti vzorcev NV s tankimi nanosi, saj zaradi manjSega Stevila NV meritve
nakazujejo lazno zelo visoko urejenost, poleg tega pa tudi Ze sama krhkost taks$nih vzorcev

onemogoca njihovo nadaljnjo uporabo.

Preglednica I: Preglednica odstotkov NV, ki so znotraj intervala od -10° do 10°.

Histogram Odstotek urejenosti
10% PVA, 15 cm, 25 kV, 6000 rpm 68%
8% PVA, 15 cm, 25 kV, 6000 rpm 66%
12% PVA, 10 cm, 25 kV, 6000 rpm 66%
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Za razliko od urejenih NV so neurejena NV, ki so prevladovala pri najnizjih hitrostih
vrtenja zbirala, imela §iroke in nizke porazdelitve frekvenc, kar sovpada z ugotovitvijo, da
pri nizkih obratih Se ne doseZzemo urejenosti NV (slika 25). Neurejenost se je kazala v
obliki zavitih NV ali kot preplet NV z nedefinirano oziroma naklju¢no smerjo urejenosti.
Pri primerjavi histogramov dveh vzorcev neurejenih NV z vidno razlicno stopnjo
urejenosti opazimo pri porazdelitvi le manjSo razliko med njima, kar pa ne odraza razlik,
razvidnih na SEM slikah. Slednje pripisujemo postopku meritve, saj smo pri merjenju
zavitih NV upostevali kot med vertikalno linijo in tangento na zaviti del NV, ki se je stikal
z vertikalno linijo, s tem pa zavito NV obravnavamo kot ravno ter tako izgubimo
informacijo o ukrivljenosti NV.

10% PVA, 10 cm, 10 kV, 1000 rpm 10% PVA, 10 cm, 20 kV, 1000 rpm

Frekvenca
Frekvenca

Slika 25: Histograma izmerjenih kotov neurejenih NV in pripadajo¢i SEM sliki.

Zaklju¢imo lahko, da z metodo merjenja kotov s pomocjo vertikalne linije sicer lahko
objektivno dolo¢imo urejenost NV, vendar pa oblika histograma ne pokaze vedno vseh
znacilnosti vzorca, ki omogocajo ustrezno interpretacijo rezultatov. Nadalje ugotavljamo,
da je primerjava podatkov v histogramu s SEM sliko nujna tudi z vidika informacij o
debelini nanosa in morebitnih anomalijah NV, ki nam jih same meritve ne dajejo v celoti.
Ne nazadnje je izredno pomembna Se natan¢nost merjenja, ki zahteva analizo pod velikimi

povecavami, kar lahko vpliva na rezultat, saj s tem analiziramo manjSo povrsino vzorca.
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Vrednotenje urejenosti z metodo hitre Fourierove transformacije

Vzorcem smo doloc¢evali urejenost NV tudi z metodo FFT, ki je vezana na algoritme
grafi¢nega programa ImageJ. Za ¢im bolj objektivno merjenje smo pri izvedbi metode
zagotovili enako analizo vseh SEM slik, ki jih predhodno nismo grafi¢no obdelali. S
spreminjanjem kontrasta slike ali dodajanjem posebnih vnosnih mask bi sicer dobili bolj
gladke krivulje grafov, kar pa bi lahko privedlo do laznih rezultatov. Metoda je hitra in
uporabna pri razlikovanju vzorcev, ki imajo sicer navidezno podobno urejenost, je pa
seveda tudi tukaj pri interpretaciji rezultatov neizogibna primerjava skladnosti s SEM
slikami.

Analizo SEM slik z metodo FFT smo izvedli pri 2000 x povecavi zato, ker smo zeleli
preveriti urejenost NV na vecji povrsini vzorca in Se dodatno zmanjsati vpliv ozadja SEM
slike.

Slika 26 prikazuje grafa urejenih NV, dobljenih po FFT analizi SEM slik. Vidimo lahko,
da imata oba grafa ozke vrhove z visoko normalizirano intenziteto, kar nakazuje na ze

precej visoko stopnjo urejenosti NV, kar je tudi v skladu s SEM slikami.
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Slika 26: Grafa FFT urejenih NV in pripadajo¢i SEM sliki.

Podobno kot pri metodi merjenja kotov smo tudi pri FFT opazili lazne rezultate urejenosti
NV, ki so se odrazali kot ozki grafi z visoko intenziteto, kar je v nasprotju s SEM slikami.
To pa se je izkazalo predvsem pri slikah neurejenih NV s tanjSimi nanosi (slika 27), kar
pripisujemo dejstvu, da kljub nizki povecavi ni bilo vidnih dovolj NV, da bi jih lahko

realno ocenili.

33



12% PVA, 20 cm, 10 kV, 6000 rpm
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Slika 27: Graf FFT laZno urejenih NV in pripadajo¢a SEM slika.

Za objektivno razlikovanje med enako visokimi vrhovi posameznih vzorcev, ki so kazali
na urejenost NV, smo grafom FFT izracunali povrSino vrhov. Ker so zaradi radialnega
seStevanja, ki smo ga uporabili pri metodi FFT, grafi simetri¢ni, smo izracunali povrsino le
enega vrha (slika 28), v preglednici II pa prikazali izratunane povrsine vrhov, ki pripadajo

vzorcem najbolj urejenih NV.
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Slika 28: Grafi FFT urejenih NV s priblizno enakimi vrhovi, ki smo jim preracunali povrSine vrhov.

Preglednica II: Preglednica izracunanih povrsin vrhov najbolj urejenih vzorcev.

Graf FFT Izrac¢unana povrSina vrha
10% PVA, 15 cm, 25 kV, 6000 rpm 11,3
8% PVA, 15 cm, 25 kV, 6000 rpm 12,4
12% PVA, 15 cm, 30 kV, 6000 rpm 13,1

Ob predpostavki, da imajo pri enaki viSini najoZji vrhovi najmanj$o povr§ino, smo
ugotovili, da so NV pri povecavi 2000 x najbolj urejena pri 10% PVA, 15 ecm, 25 kV, 6000
rpm, kar je potrjeno tudi s SEM sliko (slika 26). Visoko urejenost NV smo opazili tudi pri
8% PVA, 15 cm, 25 kV, 6000 rpm. Ugotovitve se tudi skladajo z rezultati, ki smo jih
pridobili z metodo merjenja kotov, pri tem pa nekoliko odstopa urejenost NV pri 12%
PVA, 15 cm, 30 kV, 6000 rpm, ki je z metodo merjenja kotov nismo uvrstili med najbolj
urejene, kar je najverjetneje posledica razlik v povecavi.
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Naklju¢no urejena NV, ki smo jih iz SEM slik opazili pri 1000 rpm, so po analizi FFT
dajale grafe z zelo Sirokimi vrhovi in z nizko normalizirano intenziteto, kar prikazuje slika
29. Nadalje smo ugotovili, da so vzorci z gostejSim nanosom NV in nejasno smerjo
urejenosti dajali grafe z niZjo intenziteto ter nedefiniranimi vrhovi, medtem ko druge
napake na NV, kot so na primer zdruzena NV ali kaplje polimera, na obliko vrhov niso

imele vecjega vpliva.

10% PVA, 10 cm, 10 kV, 1000 rpm 10% PVA, 10 cm, 20 kV, 1000 rpm
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Slika 29: Grafa FFT neurejenih NV in pripadajo¢i SEM sliki.

Vpliv pogojev elektrostatskega sukanja na urejenost nanovlaken

Spreminjanje pogojev elektrostatskega sukanja je vplivalo na morfologijo nastalih NV, kar
se je tudi odrazalo v rezultatih obeh metod za ocenjevanje urejenosti. Pri pregledu vpliva
posameznih pogojev smo primerjali spreminjanje oblik histogramov in grafov, dobljenih

po analizi SEM slik z metodo merjenja kotov pri 10.000 x in FFT pri 2000 x povecavi.

Vpliv obratov

Slika 30 prikazuje spreminjanje oblike porazdelitve kotov pri razli¢nih obratih, 10% PVA,
15 cm in 25 kV. Jasno lahko vidimo, da se z veCanjem obratov porazdelitev zvisa in zoza,
kar nakazuje na vec¢jo stopnjo urejenosti NV, to pa sovpada tako s SEM slikami kot tudi z
nasimi predhodnimi ugotovitvami. Pri 1000 rpm smo tako dobili histogram s Siroko
porazdelitvijo in nizkimi frekvencami, kar je znacilno za neurejena NV. Z zviSevanjem
obratov na 3000 rpm se je porazdelitev frekvenc nato nekoliko zozala in zvisala, saj so se

NV zacela urejati, vendar pa se je urejenost Se vedno kazala v ve¢ smereh. Pri najvisjih
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obratih pa je bila oblika histograma najozja in najvisja, kar je kazalo na najve¢jo urejenost

NV, jasno razvidno tudi s SEM slike kot orientiranost NV v eno smer.
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Slika 30: Histogrami kotov in grafi FFT s pripadajo¢imi SEM slikami NV pri razli¢nih obratih, 10%
PVA, 15 cm in 25 kV.
Vpliv hitrosti vrtenja zbirala smo opazili tudi pri FFT analizi, saj so se spremenile oblike
dobljenih grafov. Na sliki 30 lahko vidimo, da z ve¢anjem obratov dobimo visje in ozje
vrhove, ki so znadilni za bolj urejena NV, sklepamo pa Se lahko, da je najvec¢ja stopnja
urejenosti NV pri najvi§jih obratih, kar sovpada tako s SEM slikami kot rezultati,
dobljenimi z metodo merjenja kotov. Pri najnizjih obratih 1000 rpm smo tako po FFT
analizi dobili grafe z neizrazitimi vrhovi in nizkimi normaliziranimi intenzitetami, ki so
kazali na neurejena NV, kar smo videli tudi na SEM slikah kot NV s precej zavoji in
nedefinirano smerjo urejenosti. Z vecanjem hitrosti vrtenja zbirala so pri 3000 rpm vrhovi
grafov FFT postali bolj definirani in z vi§jimi normaliziranimi intenzitetami, kar je
nakazovalo na prisotno urejanje NV, pri Cemer pa so Siroki vrhovi predstavljali

usmerjenost NV Se zmeraj v ve¢ smereh. Pri najvi§ji hitrosti vrtenja 6000 rpm so bili
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vrhovi FFT grafov najozji in z najvi§jo normalizirano intenziteto v primerjavi s prej$njimi
obrati, kar je kazalo na najvec¢jo urejenost NV. S SEM slik je tudi razvidno, da so bila NV
ob teh pogojih vedinoma urejena v eni smeri, na nastanek nekoliko S$ir§ih vrhov pa so

vplivala posamezna NV, ki niso sledila glavni smeri urejenosti.

Vpliv koncentracije

Slika 31 prikazuje spreminjanje oblike histogramov in FFT grafov pri razli¢nih
koncentracijah PVA. Vidimo lahko, da se krivulje normalne porazdelitve in oblike grafov
med seboj ne razlikujejo, torej spreminjanje koncentracije PVA ne vpliva, kar se sklada s

pripadajo¢imi SEM slikami.
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Slika 31: Histogrami kotov in grafi FFT s pripadajo¢imi SEM slikami NV pri razli¢nih koncentracijah,
10 cm, 25 kV in 6000 rpm.

37



Vpliv napetosti

Primerjava histogramov meritev kotov na sliki 32 kaze, da spreminjanje napetosti vpliva
na obliko porazdelitve frekvenc kot odraz razlik v urejenosti NV. Pri 10 in 15 kV sta bila
histograma podobnih oblik in s podobnimi frekvencami. Vidno odstopanje smo opazili pri
20 kV, kjer je bila frekven¢na porazdelitev najniZja in najsirsa, kar je kazalo na neurejenost
NV, ki smo jo potrdili tudi s SEM sliko. Najve¢ja urejenost je bila v obliki najvisje in

najozje porazdelitve pri 25 kV, zviSevanje napetosti do 30 kV pa je nekoliko poslabsalo

urejenost NV.
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Slika 32: Histogrami kotov in SEM slike NV pri razli¢nih napetostih, 10% PV A, 15 cm in 6000 rpm.

Tudi rezultati metode FFT so vodili do zakljuc¢ka, da imajo razli¢ne napetosti razli¢ne
vplive na urejenost NV. Opazili smo, da so se razlike v urejenosti NV bolj jasno odrazale
na grafih FFT kot na histogramih merjenja kotov. Pri nizkih napetostih smo tako opazili

nizje in SirSe vrhove, ki so kazali na neurejenost NV (slika 33). Izjema sta visoka in Siroka
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vrhova pri 15 kV, ki kazeta na urejenost NV, vendar pa je iz slike SEM vidno, da gre za
usmerjenost v ve¢ smereh in tanj$i nanos NV, ki zvisa normalizirano intenziteto. Najnizja
in najsirsa vrhova pri 20 kV potrjujeta neurejenost v ve¢ smereh, kar smo Ze ugotovili pri
metodi merjenja kotov. Pri 25 kV opazimo najoZja in visoka vrhova, ki kazeta najvecjo
urejenost NV, nadaljnje visanje napetosti do 30 kV pa povzroci nastanek $ir§ih vrhov, kar
ponovno potrdi manj$o urejenost odlaganja NV na zbiralu, kar je najverjetneje posledica

vecje nabitosti in nestabilnosti curka.
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Slika 33: Grafi FFT in SEM slike NV pri razli¢nih napetostih, 10% PV A, 15 cm in 6000 rpm.

Vpliv razdalje

Na sliki 34 lahko vidimo razlike v obliki frekven¢nih porazdelitev in FFT grafov glede na
razdaljo med kovinsko iglo in zbiralom. Opazimo lahko, da so oblike histogramov visje in
ozje z vecanjem razdalje do 15 cm, kar tudi skupaj s SEM slikami nakazuje na
povecevanje urejenosti NV, nadaljnje vecanje razdalje do 20 cm pa nekoliko zniza in

razsiri frekvenco porazdelitve, kar kaZze na zmanjSanje urejenosti NV.
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Vpliv razdalje na izdelana NV smo potrdili tudi z metodo FFT (slika 34). Pri 10 cm smo
opazili visoka in nekoliko Siroka vrhova, ki nakazujeta na usmerjenost v eni smeri s
posameznimi NV, ki ne sledijo glavni usmerjenosti. Z ve€anjem razdalje na 15 cm sta bila
vrhova ozja in vi§ja, kar kaZe na vi§jo stopnjo urejenosti NV. Nadaljnje vecanje razdalje na
20 ¢cm povzro¢i zmanjSano urejenost NV, kar se vidi tako v nastanku nizjih in $ir§ih vrhov,

kakor tudi na SEM slikah.
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Slika 34: Histogrami kotov in grafi FFT s pripadajocimi SEM slikami NV pri razli¢nih razdaljah,
10% PVA, 25 KV in 6000 rpm.
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Primerjava uporabljenih metod za vrednotenje urejenosti nanovlaken

Ze pri pregledu literature smo ugotovili, da obstajajo $tevilne metode za vrednotenje
urejenosti NV. V nasem delu smo se osredotocili na razli¢ni grafi¢ni metodi, ki temeljita
na vrednotenju SEM slik, in sicer metodo merjenja kotov glede na vertikalno linijo ter
metodo FFT. Slednji sta namre¢ po nasem mnenju izkazovali najve¢jo stopnjo
objektivnega dolocCevanja urejenosti, njuna izvedba je bila relativno enostavna ter ob
uporabi nam dostopne programske podpore. Glavne prednosti in slabosti posamezne

metode smo predstavili v preglednici III.

Preglednica III: Primerjava metod za vrednotenje urejenosti NV.

Metoda merjenja kotov

Metoda FFT

PREDNOSTTI:

enostavna izvedba merjenja

ne potrebuje posebnega graficnega
programa

obdelava in interpretacija dobljenih

rezultatov ni zahtevna

SLABOSTI:

za natan¢nejs$e merjenje je potrebna
vecja povecava

tezave pri merjenju vzorcev NV z
vertikalno urejenostjo, zato so potrebne
modifikacije metode

ne zajame anomalij vzorca NV

ne razlikuje med zavitimi in ravnimi NV
zamudna pri meritvah ve¢ vzorcev
interpretacija rezultatov zahteva

primerjavo s SEM slikami

PREDNOSTI:

- omogoca analizo vzorcev pri razli¢nih
povecavah

- hitra metoda

- obcutljiva tudi na anomalije vzorca,

predvsem pri vecjih povec¢avah

SLABOSTI:

- zahtevnej$a izvedba z ve¢ koraki
merjenja

- potreben je grafi¢ni program, ki
omogoca FFT analizo in radialno
seStevanje

- zahteva normalizacijo, da se zmanjsa
vpliv razli¢nih osvetlitev vzorca

- grafi¢na obdelava slik vpliva na
rezultate

- interpretacija rezultatov zahteva

primerjavo s SEM slikami
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4.4 MOZNOSTI OPTIMIZACIJE UREJENIH NANOVLAKEN

Z metodo elektrostatskega sukanja in zbiranjem NV na vrteCem zbiralu v obliki bobna smo
uspesno izdelali urejena NV, vendar pa bi jih bilo potrebno za uporabo v tkivnem
inZenirstvu in oblogah za rane Se nekoliko modificirati. Kljub $tevilnim raziskavam tega
podro¢ja Se vedno ni natan¢no opredeljeno, kaks$na to¢no naj bo struktura urejenih NV za
posamezen namen uporabe, nam pa in vitro Studije omogocajo vsaj okvirno sklepanje na
klju¢ne lastnosti posameznih NV.

V tkivnem inZenirstvu je tako visoka urejenost NV izrednega pomena. Mreza NV usmerja
razrast celic, ne glede na njihovo vrsto; pri tem vsako NV, ki ne sledi glavni usmerjenosti,
prepreci njihovo raztegovanje in migracijo. Minimalno zahtevana stopnja urejenosti NV
sicer ni definirana, vendar pa pri izdelavi tezimo k popolnoma vzporednim NV. Ker je
mreza naSih najbolj urejenih NV e vedno vsebovala nekaj pre¢no poloZenih NV, kot
najboljso resitev za njihovo nadaljnjo uporabo predlagamo uporabo vrte¢ega diska namesto
bobna kot zbirala. S tem bi najverjetneje dosegli popolno urejenost NV, res pa je tudi, da bi
nanos NV bil bistveno ozji. Potencial tako izdelanih NV po drugi strani vidimo v tem, da
bi ta lahko predstavljala nov pristop v terapiji nevrodegenerativnih bolezni, saj strukturno
bolje posnemajo zivce, za Se boljSo razrast zivénih celic pa bi lahko uporabili tudi druge
polimere (na primer kombinacijo polikaprolaktona in hitosana). Na tem mestu velja
poudariti, da so nasa izdelana NV glede na svojo debelino in $irino nanosa Ze primerna za
uporabo pri celjenju ran. Njihova mreza je namre¢ dovolj Siroka za pokritje rane, hkrati pa
tudi dovolj trdna za rokovanje. Visoka urejenost NV bi po eni strani omogocala usmerjeno
razrast celic ter spodbudila lasten regenerativni proces, po drugi strani pa bi hidrofilnost
uporabljenega polimera zagotavljala Se vlazno mikrookolje na rani, kar bi dodatno
pospesilo celjenje.

Nadalje bi lahko urejenost NV nekoliko izbolj$ali s kraj§im casom elektrostatskega
sukanja, saj bi s tem zmanjSali odloZitev neurejenih NV v zgornjih plasteh vzorca. Poleg
tega bi lahko uporabili tudi manjsi boben z ve¢jim premerom, s katerim bi dosegli vi§je
hitrosti vrtenja, stabilnost curka pa bi lahko povecali Se z uporabo dodatnih elektrod, ki bi
omogocile nadzor elektricnega polja.

Ne nazadnje bi lahko NV Se nadgradili z dodatkom zdravilnih u€inkovin in/ali plastjo
netopnih NV, ki bi preprecevala prehitro razgradnjo hidrofilne obloge za rano, zagotavljala
za$Cito pred zunanjimi vplivi in regulirala profil spros¢anja. V kolikor bi izdelanim NV

dodali hidroksiapatit, bi jih lahko uporabili tudi kot kostne nadomestke. Z njihovo sestavo
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bi namre¢ posnemali kostno ogrodje; urejenost, ki v tem primeru niti ni potrebno, da je

popolna, pa bi povecala mehansko trdnost nadomestka.
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S SKLEP

V diplomski nalogi smo izdelali urejena PVA NV z metodo elektrostatskega sukanja ob
uporabi vrteCega zbirala v obliki bobna ter s sistemati¢nim spreminjanjem pogojev preucili
njihov vpliv na premer in urejenost NV.

Dokazali smo, da zbiranje NV na vrteCem zbiralu z ve¢anjem hitrosti vrtenja omogoci
nastanek bolj ravnih in urejenih NV. Ugotovili smo, da s spreminjanjem napetosti in
razdalje vplivamo na stabilnost curka med procesom izdelave ter s tem posledi¢no na
morfologijo izdelanih NV. Nadalje smo opazili, da je viSanje koncentracije raztopine PVA
na 12% vodilo do tezav v procesu izdelave, kar se je odrazalo v tanjSem nanosu NV z vec
anomalijami.

Tekom eksperimentalnega dela smo izdelali NV s premeri od 150 pa vse do 700 nm.
Premer se je vecal z vecanjem koncentracije PVA, ni bil odvisen od hitrosti vrtenja zbirala,
zmanjsal se je z viSanjem napetosti, razlike so se pojavile tudi pri razli¢nih razdaljah.
Urejenost NV smo dolocali z dvema objektivnima metodama pri razli¢nih pove¢avah SEM
slik. Z metodo merjenja kotov in FFT analizo smo jasno dokazali, da so najbolj urejena
NV nastala pri 10% PVA, 15 cm, 25 kV in 6000 rpm. Potrdili smo, da se je urejenost NV
povecala z veCanjem obratov. Koncentracija na urejenost ni imela signifikantnega vpliva,
spreminjanje napetosti in razdalje pa je zaradi razlik v nastalem elektri¢nem polju razli¢no
vplivalo na urejenost NV. Dodatno smo pokazali, da je pri vrednotenju urejenosti
pomemben podatek o debelini nanosa NV, saj vzorci s tanj§im nanosom hitreje kazejo
lazno visoko urejenost.

Uporabljeni metodi vrednotenja urejenosti NV sta objektivni in primerni za analizo nasih
vzorcev, vendar pa zahteva interpretacija njunih rezultatov primerjavo s SEM slikami. Kot
ucinkovitej$a in hitrejSa metoda prve izbire se je izkazala metoda FFT, kjer urejenost NV
ocenjujemo glede na visino in obliko dobljenih grafov, pri tem pa velja, da najvi§ji in
najozji vrhovi predstavljajo najvecjo urejenost.

Rezultati diplomskega dela tako nedvomno predstavljajo temeljno osnovo za nadaljnji
razvoj urejenih NV, ki izkazujejo velik potencial pri izdelavi razli¢nih visoko

strukturiranih tkivnih nadomestkov in naprednih oblog za celjenje ran.
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