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Wprowadzenie

1. Wprowadzenie

Korzystajac z najpopularniejszej wyszukiwarki internetowej po wpisaniu hasta
,hanotechnologia” otrzymatam zwrotnie ponad 131 000 wynikow, jest wsroéd nich
oczywiscie odnosnik do najwigkszej internetowej encyklopedii, gdzie mozna przeczytac, iz
nanotechnologia jest ,,0gdlnqg nazwq catego zestawu technik i sposobow tworzenia
rozmaitych struktur o rozmiarach nanometrycznych (od 0, 1 do 100 rnanometréw), czyli na
poziomie pojedynczych atomow 1 czqsteczek”. Definicja ta wydaje si¢ byé niezwykle
uboga, nawet w potowie nieoddajaca ogromu technik 1 dziedzin nauki skupionych wokot
tego terminu. O nanotechnologii, nanomateriatach czy nanotechnikach mozna mowi¢ nie
tylko w przypadku nowoczesnych materialow dla elektroniki czy motoryzacji, ale rowniez,
gdy jest mowa o najnowszych trendach w leczeniu nowotwordéw, terapii genowej czy
inzynierii tkankowej. Dlatego tez nanotechnologia, jako dziedzina interdyscyplinarna
znalazla si¢ w kregu zainteresowan Komisji Europejskiej, o czym mozna przeczytad
w broszurze wydanej w 2007 roku pt.” Nanotechnologia. Innowacje dla $wiata
przysztosci”.

Dysponujac coraz doktadniejszymi metodami badawczymi, umozliwiajacymi
obserwacje i badania w skali nano, inzynierowie musza sprostaé coraz to wyzszym
oczekiwaniom dotyczacym otrzymania materialdéw zastgpujacych i nasladujacych zywe
tkanki. Dodatkowo niezwykle zaawansowane badania nad mechanizmem adsorpcji biatek
na powierzchni biomateriatbw [1-3]  oraz modyfikacja powierzchni pod katem
okreslonego zastosowania, dostarczaja szeregu informacji pomocnych przy projektowaniu
takich materiatéw [4,5]. Wsrdd biomaterialow, materialy polimerowe odgrywaja coraz
wigksza role we wspodlczesnym zyciu. Caly czas sa tworzone nowe lub ulepszane juz
istniejace materialy polimerowe, zwlaszcza do zastosowan biomedycznych, w tym dla
inzynierii tkankowej. Obecnie na rynku dostgpne sa juz produkty inzynierii tkankowej
majace zastgpowaé badZz regenerowa¢ funkcje naturalnych tkanek, narzadow, ktoérych
przyklady przedstawiono w tabeli 1.1.

Jak wynika z ponizszej tabeli, obecnie na rynku sposrdéd produktéw inzynierii
tkankowej dostgpne sa glownie substytuty skory, ze wzgledu na stosunkowa prosta
budowg tej tkanki. Dlatego tez opracowywanie nowych materiatow polimerowych,

zwlaszcza o charakterze uktadow nanostrukturalnych dla bardziej ztozonych substytutow
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tkankowych, takich jak tkanki migénia sercowego sa szczegdlnym wyzwaniem, i temu
zagadnieniu zostata po$wigcona niniejsza rozprawa. Za szczegoOlnie interesujace uznano
polimery z grupy elastomeréw termoplastycznych o charakterze multiblokowych
poliestrow ze wzgledu na szerokie mozliwosci projektowania takich materiatow, od
twardych, wysokomodutowych az po migkkie, niskomodulowe i elastyczne. Te ostatnie
swoimi cechami nasladuja wtasciwosci taknek migkkich, a odpowiednio modyfikowane,
moga wykazywac rowniez podatno$¢ na biodegradacje 1 bioaktywnos¢.

Wigkszo$¢ prezentowanych wynikéw prac w niniejszej dysertacji wykonano w
ramach projektéw: ,,Nowe organiczno/nieorganiczne polimery hybrydowe: otrzymywanie i
wlasciwosci”, projektu badawczego promotorskiego N N209 150636 pt. ,,.Synteza i
wlasciwosci nanostrukturalnych materiatéw dla inzynierii tkankowej” oraz projektu
stypendialnego  Brithish  Council, British-Polish  Young  Scientist Programme
“Nanostructured polyester/titania hybrid materials for biomedical applications”

realizowanego w Imperial College London, UK.

Tab.1.1. Komercyjne dostepne produkty inZynierii tkankowej [6]

N Firma, etap rozwoju i rodzaj produktu
Rodzaj implantu _ S :
Przedkliniczny Badania kliniczne Zatwierdzone
Cellr rosf Baxter- kleje tkankowe
; elltrix- mikrosfery \
Opatrunki _ Tissucol®,
. 3DM, Cytomatrix, zelatynowe ] .
pozbawione - LifeCell- macierz
RegenTec Credurance”, Kuros o tkanek
: ) regeneracyjna tkane
komérek Biosurgery ®
AlloDerm™
BioEngine-
biohybrydowe ) )
Excorp- zewnetrzna Advanced BioHealing-
. systemy ) ©
Produkty bazujace biosztuczna watroba, substytut skory Dermagraft,
. yt y g
wspomagajace . . . .
na komorkach ) TiGenix- leczenie Genzyme- autogeniczny
regeneracj¢ watroby, . ®
. ubytkow w stawach przeszczep naskorka Epicel
Cerco Medical-
biosztuczna trzustka
Bio Nova- c " ] MatTek- substytuty skory np.
.. ) ytograft- naczynia N )
Cate tkanki i biosyntetyczne ) EpiOral®, Japan Tissue
krwiono$ne, Tengion- . .
narzady protezy naczyh, Engineering- substytut skory
pgcherz moczowy
Humacyte LabCyte EPI-MODE
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2. Czg$¢ literaturowa

Tematyka niniejszej rozprawy doktorskiej dotyczy opracowania metody
otrzymywania i charakterystyki nowych uktadéw polimerowych, zawierajacych w swej
strukturze nanoczastki lub niskoczasteczkowe kwasy, oraz mozliwo$ci potencjalnego
zastosowania tych materiatow w jednej z najszybciej rozwijajacych si¢ obecnie dziedzin
nauki — inzynierii tkankowej. Dlatego tez zaprezentowany w tym rozdziale przeglad
literaturowy podzielitam na czg$¢ ,,materiatowa”, w ktorej omdéwilam obecny stan wiedzy
na temat kopolimerow multiblokowych, w tym modyfikowanych nanoczastkami oraz
cze$¢ ,aplikacyjna”, dotyczaca rodzajow materialdéw testowanych obecnie pod katem

zastosowan w inzynierii tkankowej 1 wymagan, jakim musza one sprostac.

2.1 Kopolimery multiblokowe
Kopolimery multiblokowe zaliczane sa do grupy elastomeréw termoplastycznych w
przypadku  wystgpowania  zjawiska  ,sieciowania  fizycznego” = zwiazanego
z wystgpowaniem dwoch wzajemnie niemieszajacych si¢ (niekompatybilnych
termodynamicznie) fazy sktadajacych sie z segmentow sztywnych 1 gigtkich. Tego typu
uktady polimerowe charakteryzuja sig wystgpowaniem specyficznych
migdzyczasteczkowych, migdzysegmentalnych oraz migdzyfazowych oddziatywan,
wplywajacych na takie wiasciwosci jak: odpornos¢ termiczna, wytrzymato$¢ mechaniczna
czy podatno$¢ na degradacje [7 — 9]. Fizyczne wezly sieci zostaly zaobserwowane
w nastgpujacych uktadach (multi)blokowych:
1) w blokowych polimerach typu poli(styren-butadien-styren), w ktorych jeden
z blokow tworzacy fazg rozproszona znajduje si¢ w stanie szklistym, natomiast
drugi — bedacy faza ciagla — w stanie amorficznym. Glownym czynnikiem
klasyfikujacym te materialy w grupie elastomerow termoplastycznych jest
wzajemna niemieszalnos$¢ blokoéw [10 — 12];
2) w segmentowych termoplastycznych elastomerach uretanowych, w ktorych
segmenty gictkie stanowia reszty oligoestrodioli lub oligoeterodioli, a segment
sztywny poliuretan, otrzymany w reakcji diizocyjanianu z odpowiednim diolem
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[13, 14]. Stabilizacja struktury nadczasteczkowej w tego typu ukladach
przypisywana jest wiazaniom wodorowym pomig¢dzy segmentami;

3) w multiblokowych kopolimerach poli(estrowo-eterowych) oraz poli(estrowo-
estrowych), 1 systemach bedacych roznymi ich modyfikacjami. Wezty sieci stanowi
rozproszona w matrycy segmentoéw gigtkich, faza krystaliczna bloki segmentow
[15-17].

Ze wzgledu na materiat badawczy omowiony w kolejnych rozdziatach, swoja uwage
skupialam na szerszym omowieniu ostatniej grupy elastomeréw termoplastycznych,
tj. kopolimerow multiblokowych zbudowanych z termoplastycznych blokéw sztywnych,
takich jak poli(tereftalan butylenu) i poli(tereftalan etylenu), oraz blokow gigtkich

budowanych przez oligoeterodiole oraz dimeryzowane kwasy tluszczowe.

2.1.1 Kopoli(estro-etery)

Do glownych przedstawicieli tej grupy materiatow nalezy produkowany od lat 60 —
tych ubieglego stulecia Hytrel® — kopolimer poli(tereftalanu butylenu) oraz oligo(1,4-
oksytetrametylenu) (PTMO) oraz kopolimer PBT z poli(glikolem etylenowym) (PEG),

®

znany pod nazwa handlowa PolyActive”. Ogdlny wzor budowy tych kopolimeréw

przedstawia rysunek 2.1.1.1.

O O O
I I [ \ 1 I [ \ ]
+C—O C=O0——CHy7,O JDPC CcC—-0 [t CH; 7O 1,
segment sztywny segment gietki

gdzie: DP- stopien polikondensacji segmentéw sztywnych, m=2 lub 4 odpowiednio dla PEG lub PTMO,

X — stopien polikondensacji oligoeteru
Rys.2.1.1.1 Ogolny wzor kopoli(estro-eterow)

Polimery te otrzymuje si¢ badz to na drodze transestryfikacji pomigdzy
tereftalanem dimetylu (DMT) a glikolem 1,4-butylenowym i PTMO/PEG, i nastgpnie
polikondensacji produktéw transestryfikacji, badz tez transestryfikacji pomigdzy DMT

a glikolem 1,4-butylenowym i nastepnie polikondensacji wytworzonych w ten sposob
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oligo(tereftalanow butylenowych) z PTMO lub PEG [16 — 21]. Ze wzgledu na niska
odpornos$¢ termiczng oligomerdw eterowych, przy otrzymywaniu tego typu kopolimerow
istnieje konieczno$¢ stosowania stabilizatorow termicznych, chroniacych je przed
reakcjami z wolnymi rodnikami tworzacymi si¢ w wysokich temperaturach.
W kopoli(estro-eterach) zawierajacych PTMO oraz PEG stosuje si¢ glownie stabilizatory
fenolowe jak i aminowe [16,22,23]. Natomiast dla PolyActive® zastosowano komercyjny
produkt dostgpny pod nazwa Irganox 1330, jak réwniez a-tokoferol (witamina E), gtéwnie
ze wzgledu na przeznaczenie tych materiatow do zastosowan biomedycznych [24,25].
W zaleznosci od cigzaru czasteczkowego bloku oligoeterowego w kopolimerach PBT/PEG
zmieniala si¢ separacja mikrofazowa i wlasciwos$ci termiczne:

- przy stalym udziale wagowym blokow sztywnych 1 gigtkich uzycie do syntezy oligoeteru
0 wyzszym cig¢zarze czasteczkowym sprzyjato mikroseparacji fazowej,

- niezaleznie od cig¢zaru czasteczkowego oligoeteru, zwigkszajacy si¢ udzial wagowy
segmentu sztywnego powodowal podwyzszenie jego temperatury topnienia, przy
jednoczesnym zmniejszeniu obszaru temperaturowego charakterystycznego dla tej
przemiany,

- segmenty gigtkie zachowywaly zdolno$¢ do krystalizacji jedynie przy wyzszych
cigzarach czasteczkowych 1 przy udziale wagowym powyzej 60%.

Podobne zalezno$ci pomiedzy wlasciwosciami termicznymi a budowa chemiczna
zaobserwowano dla uktadow z PTMO, w ktorych stanowil on segmenty gigtkie [26].

Poprzez zastosowanie réznych udziatow wagowych poszczegdlnych segmentow,
a takze zmiang cigzaréw czasteczkowych oligoeterow mozliwe jest otrzymanie zarowno
materialdow o wysokiej wytrzymatosci, twardosci (przy duzym udziale estrowych
segmentow  sztywnych), badz tez polimerdw charakteryzujacych si¢ duzym
odksztalceniem, jak réwniez podatnoscia na degradacje¢ hydrolityczna 1 oksydacyjna
(przewaga segmentow gictkich eterowych).

W literaturze obecne sa réwniez doniesienia dotyczace kopolimeréw estrowo-
eterowych, w ktorych blok sztywny stanowia jednostki poli(tereftalanu etylenu) [27 — 29].
Otrzymywanie kopolimeréw oparte bylo o produkty glikolizy PET, wchodzace w sktad
segmentow sztywnych, badz tez odbywato si¢ na drodze transestryfiakcji pomigdzy DMT
a glikolem etylenowym, a nastgpnie polikondensacji produktow transestryfikacji

z poli(glikolem etylenowym) (M,=6000 g/mol). Kopolimery PET/PTMO zsyntezowane
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byly z oligomerow PET pochodzacych =z glikolizy oraz oligomerow PTMO
zmodyfikowanych tak, aby posiadaty reaktywne grupy karboksylowe. Tego typu
kopolimery charakteryzowaty si¢ wlasciwos§ciami termicznymi oraz termomechanicznymi
zblizonymi do komercyjnie dostgpnego Hytrel’u [38]. Wyniki analizy termicznej, jak
i budowy chemicznej potwierdzity zalozona budoweg multiblokowa kopolimerow,
a wykorzystanie do ich syntezy odpadowego PET wskazato jedna z mozliwosci recyklingu
chemicznego PET.

W przypadku kopolimeréw PET/PEG, zaréwno wysoki cigzar czasteczkowy
oligoeteru jak 1 wzrastajacy udzial segmentow estrowych prowadza do wigkszej
mikroseparacji fazowej przejawiajacej si¢ obecnoscia odpowiednich przemian fazowych
dla obydwu segmentow. I tak, topnienie segmentéw sztywnych obserwowane byto dopiero
powyzej 30% wagowych w kopolimerze, ponizej tej wartosci zdolno$¢ do topnienia i

krystalizacji w badaniach DSC wykazywat jedynie segment eterowy [30].

2.1.2 Kopoli(estro-estry)

Do grupy kopoli(estro—estrow), okreSlanych réwniez jako poli(alifatyczno/
aromatyczne-estry) naleza przede wszystkim kopolimery poli(tereftalanu butylenu) oraz
dimeryzowanych kwasow ttuszczowych. Podobnie jak w uktadach estrowo-eterowych, tak
i w kopoli(estro—estrach) reszty tereftalanowe stanowia segmenty sztywne, tworzace
fizyczne wezly sieci rozproszone w ciagltej fazie segmentow gigtkich. Rowniez te uklady
charakteryzujace si¢ wlasciwosciami elastotermoplastycznymi moga by¢ przetwarzane
technikami typowymi dla termoplastow, z ta roéznica iz w kopoli(estro—estrach) nie
wystepuje problem obnizonej odpornosci termicznej segmentdéw gigtkich ze wzgledu na
doskonata odpornos$¢ termoutleniajaca dimeréw kwasoéw ttuszczowych. Manuel 1 Gaymans
otrzymali seri¢ kopolimeréw PBT z dimeryzowanymi kwasami tluszczowymi, r6znigcymi
si¢ cigzarami czasteczkowymi kwasow (Csg, Cas, C70) oraz ich udzialem wagowym [31]. Z
przeprowadzonych badan wynika, iz kontrola nad temperatura zeszklenia kopolimerow
odbywac si¢ moze poprzez uzycie dimeru kwasu tluszczowego o odpowiednim cigzarze
czasteczkowym — im wyzszy cigzar czasteczkowy kwasu tym nizsza warto$¢ temperatury
przejScia szklistego. Zwiazane jest to wedlug autorow z faktem, iz amorficzne segmenty
gigtkie o wyzszych cigzarach czasteczkowych obnizaja kompatybilnos¢ fazy migkkiej

z PBT, a tym samym zwigksza si¢ dlugos¢ jednostek segmentéw sztywnych 1 nastepuje
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obnizenie ich zawarto$¢ w fazie ciaglej. W zwiazku z tym mozna byto oczekiwac, ze przy
jednakowym udziale wagowym segmentow gigtkich i sztywnych, wraz ze zwigkszajacym
si¢ cigzarem czasteczkowym tych pierwszych, wzrastaé bedzie réwniez modut
zachowawczy oraz entalpia topienia, jednakze taka zalezno$¢ nie zostata zaobserwowana.
Wplyw budowy chemicznej kopolimerow PBT/Css, gdzie segmenty gigtkie
zawieraty sekwencje dimeru kwasu linoleinowego (DLA), na wybrane wtasciwosci takie
jak: odpornos$¢ termiczna, wytrzymato$¢ mechaniczna, podatnos¢ na degradacje a takze ich
biozgodno$¢ omoéwiona zostata w szeregu prac [8,32 — 34]. Ze wzgledu na catkowicie
amorficzna budowe¢ dimeru kwasu tluszczowego, przy jego wysokim udziale, temperatury
zeszklenia kopolimeréw znajdowaty si¢ w obszarze niskich warto$ci i rosty w przedziale
od -55°C (Ty monomeru kwasu tluszczowego) az do temperatury bliskiej zeszkleniu
segmentdéw sztywnych, tj. 51°C. W miarg zwigkszania si¢ udziatow wagowych segmentoéw
sztywnych, a co za tym idzie lepszej zdolno$ci do krystalizacji i separacji mikrofazowe;j
pomigdzy sktadnikami kopolimeru, wzrastata liniowo warto§¢ twardosci oraz naprgzenie
przy zerwaniu. W istotny sposdb zmniejszeniu ulegata natomiast podatno$¢ na degradacje
hydrolityczna, zwiazana gtownie z faktem, iz w pierwszej kolejnosci atakowi
hydrolitycznemu ulegaja obszary amorficzne. Przeprowadzone testy wytrzymalo$ci
mechanicznej na cykliczne obciazenia wykazaly odpornos¢ zmeczeniowa podobna do
dostgpnych komercyjnie kopoli(estro-eterow) 1 duzo wyzsza od segmentowych
poliuretandw oraz usieciowanych chemicznie elastomeréw siloksanowych [32]. Wyniki
badan mechanicznych oraz doskonata biozgodnos¢ pozwolity zaproponowaé te materiaty
(kopolimery PBT/DLA) jako czasowe protezy tkanek migkkich, a w szczegdlnosci

sciggien zginaczy palcoéw reki [33].
2.1.3 Nanokompozyty o osnowie z elastomeru termoplastycznego

Doniesienia literaturowe dotyczace otrzymywania nanokompozytoéw o 0Snowie
zbudowanej z elastomerdw termoplastycznych sa znacznie mniej liczne, niz te dotyczace
kompozytéw z udziatem termoplastow czy kauczukéw [36]. Dotycza one gltéwnie
elastotermoplastow uretanowych, ktorych nanokompozyty otrzymywane byly réznymi
metodami, charakterystycznymi dla wszystkich rodzajow materialow polimerowych.

Do pierwszej grupy metod naleza techniki polimeryzacji in-Situ w obecnosci

nanonapetniacza. Nanoczastki sa odpowiednio dyspergowane w jednym z monomerow
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a nastepnie prowadzony jest proces polimeryzacji. Przykladem zastosowania tej metody
moga by¢ prace dotyczace otrzymywania nanokompozytéw w reakcji polikondensacji
in-situ poli(tereftalanu etylenu) oraz poli(tereftalanu butylenu) [37,38]. W pracach tych
otrzymano PET oraz PBT na drodze polikondensacji pomigdzy interkalowanymi
warstwami montmorylonitu, uzyskujac materiaty o polepszonych wiasciwosciach
termicznych oraz mechanicznych. Potwierdzono rowniez fakt, iz w przypadku
nanokompozytow juz niewielki udzial nanonapeilniacza wplywa istotnie na zmiang
wlasciwosci, a przy jego wyzszym udziale wagowym efekty poprawy wiasciwosci
mechanicznych zwigkszajacych wytrzymato$é (stad nazwa nanowzmocnienie [39]) ulegaja
pogorszeniu, ze wzgledu na tworzenie si¢ aglomeratow. Pordwnanie metod wytwarzania
nanokompozytow in-situ podczas polikondensacji oraz bezposredniego mieszania w stanie
stopionym przeprowadzone zostaly dla poli(tereftalanu etylenu) modyfikowanego
jednosciennymi nanorurkami weglowymi (SWCNT) pod katem zmian wlasciwosci
przewodnictwa elektrycznego [40]. Lepsze wiasciwosci przewodnictwa, przy
jednoczesnym zachowaniu transparentnosci uzyskano dla nanokompozytow metoda
mieszania w Stanie stopionym.

Metody in-situ zastosowane do otrzymywania nanokmpozytow w osnowie
elastomeru termoplastcznego sktadajacego si¢ ze sztywnych segmentow PBT i segmentow
gigtkich PTMO oraz wlasciwosci otrzymanych nanokompozytéw zostaly opisane
w nastepujacych pracach [41,42]. Dla kopolimerow zawierajacych 45% wag. segmentow
sztywnych i ich nanokompozytow zawierajacych 0,2 % wag. SWCNT zaobserwowano, iz
juz tak niewielki dodatek nanonapelniacza istotnie wptywa na witasciwosci mechaniczne
podwyzszajac wartos¢ modutu Young’a oraz naprg¢zenie do zerwania, przy jednoczesnym
obnizeniu odksztalcenia o ponad potowg. Zwiazane jest to ze specyficznym dzialaniem
nanonapelniacza, polegajacym na ,,unieruchomieniu” amorficznych tancuchow PTMO,
a takze ,,zakotwiczeniu” obszarow krystalicznych PBT. Tak wige, w usztywnionym
uktadzie nanokompozytowym przenoszenie naprgzen odbywa si¢ w utrudniony sposob, co
skutkuje pogorszeniem wilasciwosci elastycznych.

Innym przykltadem wytworzenia nanokompozytu na bazie elastomeru
termoplastycznego, byla modyfikacja komercyjnego produktu Hytrel® 5556,
zawierajacego 58 % segmentow sztywnych PBT, nano-tlenkiem krzemu (SiO,) na drodze

wytlaczania [43]. Analizujac ten rodzaj modyfikacji pod katem zmiany wtasciwosci
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mechanicznych nalezy zauwazy¢ istotne polepszenie takich wtasciwosci jak: odksztatcenie
przy zerwaniu, modut Young’a, jak réwniez odporno$¢ na petzanie. Autorzy wykazali
rowniez wpltyw modyfikacji powierzchniowej na stabilno$¢ interfazy pomigdzy
nanoczastkami a polimerem. Silniejsze oddzialywania, a co za tym idzie, nieco gorsze
wlasciwosci mechaniczne obserwowane byly w przypadku zastosowania SiO;
modyfikowanego hydrofobowym estrem dichlorosilanu.

7  przedstawionych przykladow wynika, ze zachowanie elastomerow
termoplastycznych, jako osndéw dla nanokompozytow jest rézne i zalezy gldwnie od
interakcji na granicy nanonapetniacz — polimer, a takze od charakteru chemicznego

segmentéw wchodzacych w sktad kopolimeru, jak rowniez samego nanonapeiniacza.

2.2 Materialy polimerowe w inZynierii tkankowej

W ciagu zaledwie ostatnich 10 lat poczyniono ogromne post¢py nad opracowaniem
zywych substytutow tkanek i1 narzadéw. Czg$¢ z nich, jak zaprezentowano w tabeli 1.1,
jest juz komercyjnie dostgpna, wigkszos¢ jednak nadal pozostaje w fazie badan, gtdéwnie ze
wzgledu na szczegdlne wymagania stawiane materialom przeznaczonym do kontaktu
z zywymi tkankami.

Wigkszo$¢ artykulow naukowych z dziedziny inZynierii tkankowej, opiera si¢ na
prostej definicji tej nauki, jako dyscypliny zwiazanej z wytwarzaniem nowych tkanek
W oparciu o postawy inzynierii materialowej, przy jednoczesnym zrozumieniu zasad
funkcjonowania zywych tkanek, w ich naturalnym $rodowisku [44]. Schemat
»postgpowania” podczas tworzenia substytutow tkanek lub organdéw z wykorzystaniem

narzedzi inzynierii tkankowej przedstawia rysunek 2.2.1.
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Interdyscyplinarny charakter tej dziedziny nauki zwiazany jest z:

— biomateriatami — materialami, ktore opracowano tak, aby samodzielnie lub
w zlozonym systemie mogly oddzialywaé¢ w kontrolowany sposob z elementami zywego
uktadu, w procesie terapeutycznym lub diagnostycznym, w medycynie ludzkiej lub
weterynaryjnej [45];

— skafoldami, rusztowaniami (ang. scaffolds) — trojwymiarowymi strukturami,
zwykle  wytworzonymi z  biomaterialbw  polimerowych, ceramicznych lub
kompozytowych, stuzacymi jako podtoza dla hodowli komorek;

— biodegradacja — procesem degradacji, przebiegajacym zwykle w $Srodowisku
wodnym przy udziale czynnika biologicznego np. enzymow.

Wszystkie te pojecia sa ze soba powiazane w bardzo $cisty sposob, a najwazniejsze
to wymagania, jakie stawiane sa skafoldom. Poniewaz maja one stanowi¢ specyficzne
podloze dla zywych komorek, nalezy ich budoweg projektowac tak, aby w jak najbardziej
doktadny sposob przypomniaty swoja strukturag macierz zewnatrzkomorkowa, wystgpujaca
we wszystkich zywych komorkach. Macierz ta, w warunkach organizmu ludzkiego,
utrzymuje strukture tkanki, odpowiada za jej wlasciwo$ci mechaniczne, dzigki porowatej
budowie umozliwia dostarczanie sktadnikoéw pokarmowych do komorek, a przede

wszystkim stanowi dla nich przyczep. Gtownym jej budulcem sa biatka kolagenowe
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i niekolagenowe oraz réznego rodzaju inne sktadniki takie, jak: hydroksyapatyt, keratyna,
ptyn tkankowy, kwas hialuronowy, zaleznie od tkanki, w ktorej wystgpuje. Podloza
porowate musza wigc spetnic¢ szereg warunkow, do ktorych zaliczy¢ nalezy [46—49]:
(1) tréjwymiarowa, wysokoporowata struktur¢ umozliwiajaca przytaczenie komorek, ich
proliferacj¢ i produkcj¢ wiasnej macierzy zewnatrzkomorkowej;
(2) potaczona sie¢ poréw zapewniajaca doptyw sktadnikow pokarmowych oraz
odprowadzanie produktow przemiany materii;
(3) odpowiednia budowe¢ chemiczna powierzchni umozliwiajaca absorpcje biatek,
a nastgpnie przytaczenie komorek, ich proliferacje oraz réznicowanie;
(4) biokompatybilny i najczesciej bioresorbowalny materiat 0 kontrolowanej szybkosci
degradacji;
(5) budowe wspierajaca lokalna, anizotropowa strukture tkanki;
(6) odpowiednio dobrane wlasciwosci mechaniczne umozliwiajace integracj¢ oraz
wspotdziatanie skafoldu z naturalng tkanka;
(7) powtarzalna budowg (architekturg) dostosowana ksztattem i rozmiarem do wymogow
Klinicznych.

Opisane parametry idealnego skafoldu charakteryzowane sa w réznych skalach
1 réznymi wielko$ciami — wytrzymato$¢ mechaniczna, zwykle oceniana jest w skali
makroskopowej, np. w tescie statycznego S$ciskania lub rozciagania. Wielko$¢ porow,
zawierajaca si¢ w przedziale 15 —300 um najczgsciej podlega ocenie metodami takimi jak
skaningowa mikroskopia elektronowa lub mikroskopia konfokalna (najczesciej dla
uktadow skafold — komorki), natomiast wiasciwosci powierzchniowe obecnie analizowane
sa coraz czgsciej w skali nano, ze wzgledu na coraz bardziej zaawansowane metody
badawcze, jak i1 szersza wiedzg na temat wplywu absorpcji biatek na proces proliferacji
komorek. Nie mniej jednak punktem wyjScia dla procesu wytwarzania takich
trojwymiarowych struktur, jest przede wszystkim dobdér odpowiedniego materiatu.
Przyktady skafoldow dla inzynierii tkankowej kos$ci, otrzymane przy zastosowaniu

r6znych technik przedstawia rysunek 2.2.2.
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Rys. 2.2.2 Skafoldy otrzymane nastepujqcymi technikami: a) termicznie indukowana
separacja faz, b) odlewanie polqczone z wymywaniem czqstek, c) formowanie ze stopu, d)

spiekanie mikrosfer; e) kos¢ gabczasta [50]

Przyjmujac za kryterium podziatu podatno$¢ na biodegradacj¢, materiaty stosowane
obecnie w inzynierii tkankowej mozna przedstawi¢ w postaci zestawienia tabelarycznego

2.2.1.
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Tab. 2.2.1 Materialy stosowane w inZynierii tkankowej

Materiaty ulegajace degradacji i resorpcji Materiaty niedegradowalne

Poli(kwas mlekowy) (PLA)

Poli(kwas glikolowy) (PGA) Poli(tlenek etylenu)
Kopolimery PLA i PGA Poli(tereftalan etylenu)
Poli(e—kaprolakton) (PCL) Poli(tetrafluoro etylen)
Poli(hydroksyalkaniany) Poli(metakrylan metylu)

Poli(etero—estry)

Gtowna grupa materiatow wykorzystywanych do otrzymywania skafoldow sa
poliestry alifatyczne, szeroko stosowane w obszarze produktow medycznych najczescie;,
jako nici chirurgiczne. Do grupy tych materialéw zalicza sig: poli(kwas mlekowy) (PLA),
poli(kwas glikolowy) (PGA) i ich kopolimery (PGLA) oraz poli(e-kaprolakton) (PCL),
przy czym szybko$¢ ich degradacji maleje wedtug nastgpujacej kolejnosci PGA> P(D,L—
LA)> P(L-LA)> PCL. Polimery te ulegaja degradacji na drodze hydrolizy wiazan
estrowych tancucha gtownego, a produkty ich rozktadu wtaczane sa w cykl metaboliczny
Krebsa. Szybkos¢ degradacji zalezy od wielu czynnikow takich jak: sktad chemiczny,
historia termiczna, cigzar czasteczkowy, polidyspersyjnos¢, czynniki $rodowiskowe,
krystaliczno$¢, morfologia (w tym porowato$¢), obecno$¢ chemicznie reaktywnych
sktadnikow w masie polimeru, orientacja tancucha polimerowego, obecno$¢ rdznego
rodzaju dodatkéw 1 hydrofilowos¢ [51]. Pomimo nietoksycznego charakteru produktow
degradacji PLA, PGA czy PGLA, nierzadko dochodzi do lokalnych stanéw zapalnych w
miejscu wszczepu, zwiazanych z relatywnie duza iloScia kwasowych produktow
degradacji, uwalnianych w trakcji degradacji polimeru [52]. Obecnie bardzo czgsto PLA
lub PGA stosowane sa jako materiaty referencyjne dla nowo opracowywanych materiatow
w zastosowaniach dla inzynierii tkankowe;j.

Poly(hydroksyalkaniany) (PHA) sa kolejna grupa materialow, ktore degraduja na
drodze hydrolizy i podobnie jak w przypadku estrow alifatycznych, ich wzajemna
kopolimeryzacja jest sposobem otrzymania materiatdéw o zréoznicowanych wiasciwosciach
1 biokompatybilnosci [53]. Szczegodlnie interesujacy dla inzynierii tkankowej wydaje sig

poli(3-hydroksymaslan) (PHB), ktory wykorzystany zostat do uzupetnienia ubytkoéw
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kostnych, gdzie po 12 miesiacach nie zaobserwowano chronicznego stanu zapalnego.
Dodatkowo odbudowujaca sig¢ kos¢ pokryta 80% powierzchni implantu stajac si¢ wysoko
zorganizowana tkanka [54]. Jedna z najwigkszych przeszkod intensywnych prac nad
wykorzystaniem tych biokompatybilnych polimerow jest ich ograniczona dostgpno$¢ oraz
czasochtonno$¢ w pozyskiwaniu odpowiedniej do proceséw przetworczych ilosci polimeru
z kultur bakterii. Otrzymywanie PHB na drodze otwarcia pier§cienia butyrolaktonu jest
natomiast procesem bardzo kosztownym ze wzgledu na wysoka cen¢ monomeru.
Alternatywa dla tych dwodch proceséw maja by¢ produkty inzynierii genetycznej — rosliny
modyfikowane genami pochodzenia bakteryjnego, gromadzace PHB w takich partiach jak
liscie czy pedy [55].

Kolejna grupg materialdow testowanych pod katem =zastosowan w inzynierii
tkankowej stanowia kopoli(etero—estry) zawierajace fragmenty poli(glikolu etylenowego)
(PEG) i poli(tereftalanu butylenu) (PBT), znane pod komercyjna nazwa PolyActive®
(OctoPlus), stosowane obecnie do systemow kontrolowanego uwalniania lekow [56].
Kopolimery te, ze wzgledu na obecno$¢ wiazan estrowych ulegaja degradacji
hydrolitycznej, dodatkowo jednak zaobserwowano podatno$¢ na utlenianie wiazan
eterowych, w obecno$ci wolnych rodnikow. Szybkos$¢ degradacji zarowno na drodze
hydrolizy jak i utleniania kontrolowana moze by¢ poprzez udziatl segmentow sztywnych
1 gigtkich, jaki 1 poprzez cigzar czasteczkowy oligomeru eterowego. Zaobserwowano, iz
szybszej degradacji ulegaja materialy, ktorych segmenty sztywne zbudowane sa z PEG o
cigzarze czasteczkowym 1000 g/mol, a jego udzial wagowy wynosi 70%. Przy cigzarze
czasteczkowym PEG 300 g/mol i tym samym udziale wagowym segmentéw, warto$¢
granicznej liczby lepkos$ciowej po 6 miesiacach testu degradacji pozostata na tym samym
poziomie. Oprocz kontrolowanego uwalniania lekow, materiaty te testowane byly z

powodzeniem w inzynierii tkanki kostnej [57].

2.2.1 Degradacja materiatow polimerowych

Degradacja, jako nieodwracalny proces prowadzacy do istotnych zmian w strukturze
materialu polimerowego, zwykle definiowana jest jako proces chemiczny, ktoremu
towarzysza zmiany okreslonych wtasciwos$ci np. wytrzymato§ciowych, fragmentacja masy
probki lub obnizenie cigzaru czasteczkowego polimeru [58]. Ze wzgledu na rodzaj

czynnika wywotujacego degradacj¢ wyr6zni¢ mozna: fotodegradacjg, degradacje
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mechaniczna, chemiczna oraz degradacj¢ termiczna. W przypadku polimeréw
o potencjalnym zastosowaniu medycznym, trzy pierwsze typy degradacji moga odgrywac
Kluczowa role¢ w mozliwosciach aplikacyjnych danego materialu. Znane sa procesy
fotodegradacji, zachodzace podczas sterylizacji radiacyjnej promieniowaniem vy, dla
komercyjnie stosowanych biomateriatow, jak np. poliuretanowy Pellathane® P80A [59].
W przypadku degradacji mechanicznej, jej gtowne negatywne skutki obserwowane sa
wszedzie tam gdzie materiat podawany jest cyklicznym obciazeniom lub statemu tarciu,
jak ma to miejsce w przypadku panewek implantow stawu biodrowego, wykonanych
z polietylenu o ultra wysokim cigzarze czasteczkowym. W przypadku degradacji
chemicznej, najczgstszym zjawiskiem jest hydroliza takich wiazan jak: estrowe,
bezwodnikowe, czy orto-estrowe [60—62]. Sposrdd gtownych czynnikow wplywajacych na
szybko$¢ hydrolizy materiatu polimerowego wymieni¢ nalezy:

e cigzar czasteczkowy polimeru 1 polidyspersyjnosc;

e hydrofilowo$¢/hydrofobowos¢ powierzchni materiatu;

e warunki prowadzenia procesu degradacji (temperatura, pH, sita jonowa);

e stopien krystaliczno$ci lub usieciowania polimeru;

o rodzaj ksztattki ( porowatos¢, stosunek jej powierzchni do objgtosei).

Jednak gléwnym kryterium podatnosci na degradacje materialéw polimerowych
m.in. poliestrow jest ich budowa chemiczna. W zalezno$ci od tego czy poliester wykazuje
budowg alifatyczna, czy tez aromatyczna, badZ tez stanowi kopolimer blokowy,
charakteryzujacy si¢ alifatyczno — aromatyczna budowa, wyrdznia si¢ materiaty catkowicie
degradowane lub praktycznie nieulegajace degradacji. Nalezy wspomnie¢ rowniez
o szczegoOlnym rodzaju degradacji hydrolitycznej, odbywajacej si¢ w obecnosci enzymow-
depolimeraz, znanej powszechnie jako biodegradacja. Biodegradacji pod wptywem esteraz
ulegaja m.in. poli(3—hydroksyalkaniany), alifatyczne poliestry, produkowane bezposrednio
przez mikroorganizmy, badz tez na drodze polimeryzacji z otwarciem pierscienia [63,64].
Szeroko opisane w literaturze sa rowniez procesy enzymatycznego rozktadu takich
poliestrow alifatycznych jak poli(kwas mlekowy), alifatycznych kopolimerow
poli(estrowo—estrowych) (PBuS/PBA) czy poli(eterowo—estrowych) (PBS/PEQO) [65-68].
Duzo mniej podatne na biodegradacje sa poliestry aromatyczne, glownie ze wzgledu na

bardzo mata ruchliwos¢ tancucha oraz wysoka krystalicznos$¢, a takze hydrofobowa
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powierzchnig, co utrudnia adsorpcje czasteczek enzymow na powierzchni polimeru.
Mechanizm degradacji takich materiatow jest r6zny w zaleznosci od pH s$rodowiska, co

schematycznie przedstawione jest na rysunku 2.2.1.1.
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Rys. 2.2.1.1 Schemat degradacji hydrolitycznej wiqzania estrowego w srodowisku

kwasowym lub neutralnym oraz zasadowym [69]

Jak wynika z powyzszego schematu, kazde rozerwanie tancucha wymaga obecnos$ci
czasteczki wody, a towarzyszace temu procesowi powstawanie koncowych grup
karboksylowych 1 hydroksylowych umozliwia §ledzenie zmian degradacyjnych na

podstawie ich analizy.
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W procesie degradacji hydrolitycznej wyr6ézni¢ mozna dwa etapy. W pierwszym etapie
dochodzi do przypadkowego rozrywania wiazan estrowych, co wplywa na obnizenie
cigzaru czasteczkowego polimeru, powoduje réwniez zmiany w morfologii probki
1 wlasciwosci mechanicznych materialu polimerowego, nie powoduje natomiast zmiany
masy wyjsciowej probki. W drugim etapie dochodzi do mierzalnej utraty masy probki, co
zwiazane jest z dalszym obnizaniem cigzaru czasteczkowego 1 przechodzeniem
oligomerycznych produktow hydrolizy do wody. Dodatkowo obserwowane jest dalsze
pogarszanie wlasciwo$ci mechanicznych.

W przypadku poli(tereftalanu etylenu) degradacja hydrolityczna w temperaturze
pokojowej zachodzi wolno, glownie ze wzgledu na wysoka krystaliczno$¢ tego materiatu i
wynikajace z tego trudnosci w dyfuzji wilgoci 1 tlenu. Dlatego tez hydroliz¢ PET
przeprowadza si¢ w podwyzszonej temperaturze, niekiedy powyzej jego temperatury
topnienia, ze wzgledu na szybsze zachodzenie procesow degradacji hydrolitycznej w stanie
stopionym [69]. Stabilno$¢ hydrolityczna PET wykorzystywana jest gtownie w przemysle
opakowaniowym, lecz rowniez przy wytwarzaniu niedegradowalnych nici chirurgicznych
1 elementdéw protez. Jednak ze wzgledu na ogromne ilosci odpadowego PET poszukuje sig
metod zwigkszenia jego hydrofilowos$ci poprzez kopolimeryzacj¢ z kwasami alifatycznymi

lub zastgpowanie glikolu etylenowego innymi diolami [70].

2.2.2 Nanoczqstki w inZynierii tkankowej

Wprowadzenie do struktury polimeréw takich czastek ceramicznych takich jak:
bioaktywne szklo, fosforan wapnia (TCP), hydroksyapatyt (HAp) czy nanokrystaliczny
dwutlenek tytanu (TiOy), istotnie zwigksza bioaktywnos¢ tych uktadow [71-74].
Wprowadzenie tego rodzaju napetniaczy umozliwia lepsza kontrol¢ nad degradacja
1 kinetyka resorpcji matrycy polimerowej, zwigksza rowniez biokompatybilnos¢
1 integracj¢ z tkanka kostna. Dodatkowo réwniez zasadowe produkty resorpcji TCP lub
HAp zobojgtniaja kwasowy odczyn powstajacy w wyniku resorpcji produktow ubocznych
degradacji np. alifatycznych poliestrow, co pozwala unikna¢ niekorzystnego dla komorek
obnizenia pH [75]. Podjete proby wytworzenia kompozytu zawierajacego naturalne
substancje biatkowe wystepujace w chrzastce lub ko$ciach, sa rowniez obiecujace.
Trojwymiarowe skafoldy otrzymane metoda elektroprzedzenia z uktadu PCL/HAp/

zelatyna wplynety istotnie na proliferacje osteoblastow (88%), aktywno$¢ enzymatyczna
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fosfatazy alkaicznej (77%), a takze proces mineralizacji (66%) w stosunku do skafoldu
otrzymanego jedynie z PCL. Dodatek zelatyny wplynat réwniez na polepszenie
wlasciwosci mechanicznych [76].

Ditlenek tytanu jest szeroko opisanym w literaturze materialem znanym gtownie ze
swoich wlasciwosci fotokatalitycznych, wykorzystywanych w takich dziedzinach jak:
techniki sterylizacyjne, materialy samoczyszczace si¢, oczyszczanie wody i powietrza [77].
Wiadome jest, iz wlasciwosci fotokatalityczne wykazuje gltownie jedna z form
krystalicznych TiO, — anataz, dlatego tez w badaniach porownawczych procesow
fotodegradacyjnych poliuretanéw modyfikowanych anatazem lub rutylem zaobserwowano
wzrost procesOw fotooksydacyjnych dla polimerow modyfikowanych anatazem, podczas
gdy rutyl dziatat jako fotostabilizator dla matrycy polimerowej [78].

Poniewaz ditlenek tytanu jest juz powszechnie stosowany w kontakcie z zywymi
tkankami np., jako pigment w kosmetykach [79,80], pastach do zgboéw, a dodatkowo
posiada szereg zalet z punktu widzenia materiatu kontaktujacego si¢ z organizmem, stat si¢
interesujacym kandydatem do zastosowan w inzynierii tkankowej. Przeprowadzone
badania odpowiedzi komodrkowej na bezposredni kontakt z TiO, oraz innymi
nanoczastkami (SiO, Co, Ni, sproszkowanego PVC) wykazaly, iz ditlenek tytanu w
mniejszym stopniu niz Co oraz SiO, powodowal zapalna reakcje ze strony komorek
srodbtonkowych [81]. Wplyw wielkosci czastek TiO, na ich potencjalna toksycznosé
zwiazana z obecnoscia wolnych rodnikdéw zostal opisany w pracy [82]. Podobna
cytotoksyczno$¢ nanometrycznego TiO, wykazaly testy polegajace na wstrzyknigciu
odpowiedniej dawki tego nanonapeiniacza w jame brzuszna, a nastgpnie $ledzeniu jego
przemieszczania sig¢ do mézgu myszy. Wykazano, ze przy zwigkszajacej si¢ dawce TiO»
wzrastaty uszkodzenia w mozgu wywolane stresem utleniajacym, co wywotywato z kolei
kaskadowe reakcje w catym organizmie [83].

Wptyw wielkosci czastek TiO,, a co za tym idzie morfologii powierzchni na
adhezje osteoblastow badano poréwnujac zachowanie si¢ komoérek na powierzchni tlenku
tytanu o uziarnieniu 32 nm oraz 2,12 um [84]. W przypadku nanostrukturalnej
powierzchni adhezja komodrek byla znaczaco wigksza niz w przypadku mikrofazowego
materiatu.

Dziatanie antymikrobiologiczne TiO, w stosunku do bakterii z grupy Escherichia

coli (E. coli), a takze Candida albicans (C. albicans) badane byto w uktadach napetniacz-

25



Czes¢ literaturowa

poliuretanowa matryca polimerowa [85]. Wykazano, iz juz przy niewielkim udziale
nanonapetniacza, wynoszacym 0,1 — 0,5 % wag. uzyskuje si¢ niemalze 100% efekt
bakteriobojczy po zaledwie 24 h inkubacji w $wietle widzialnym. Podobny efekt
bakteriobdjczy wykazywal izotaktyczny polipropylen modyfikowany TiO,, przy czym
w przypadku tego termoplastu efektywny udziat wagowy TiO; pod katem dziatania
sterylizujacego, wynosit 2% wag. [86]. Tego typu nanokompozyty posiadajace
wlasciwosci bakteriobdjcze w obecnosci §wiatta widzialnego sa doskonatymi kandydatami
nie tylko w zastosowaniach biomedycznych, lecz takze jako opakowania do zywnosci czy

»samodezynfekujace si¢” powloki.

2.2.3 InZynieria tkankowa miesnia sercowego

Najwigkszym obecnie wyzwaniem dla inzynierii tkankowej jest regeneracja tkanek
nieposiadajacych naturalnych mechanizméw odbudowy. Poza ko$émi, watroba
1 prawdopodobnie nerkami inne tkanki, a zwlaszcza chrzastka lub migsien sercowy
dorostego czlowieka, posiadaja bardzo ograniczona zdolno$¢ do samo naprawy, dlatego tez
opracowanie metody wspomagania ich regeneracji wydaje si¢ szczeg6lnie wazne.

Choroby uktadu krazenia, zawat serca a takze choroba wiefcowa to glowne przyczyny
umieralno$ci wérdéd mieszkancow Europy w 2002 [87]. Z posrod chorob niezakaZnych,
choroby uktadu krazenia stanowity ok. 72% przyczyn $mierci, w tym ponad 50% byly to
zawaly serca. Dlatego tez oprocz odpowiedniej profilaktyki zapobiegajacej tym chorobom,
niezwykle istotne jest opracowywanie nowoczesnych metod ich leczenia. Skupiajac uwage
na uszkodzeniach, do jakich dochodzi w przypadku zawatlu mig$nia sercowego, wymienic¢
nalezy: obumieranie komorek migsnia sercowego w miejscu zawatu, jak rowniez znacznie
czestsze patologiczne zmiany w budowie lewej komory serca, zaburzajace prawidtowe
funkcjonowanie tego organu. Obecnie wyr6zni¢ mozna trzy glowne strategie inzynierii
tkankowej w leczeniu mig$nia sercowego [88, 89]:

(1) bezposrednia transplantacja komoérek w miejsce uszkodzenia;

(2) techniki majace na celu zastapienie uszkodzonych tkanek;

(3) terapie pobudzajace serce do regeneracji zniszczonych obszaréw tkanek.

Pierwsza z metod polegajaca na implantacji zawiesiny komoérek bezposrednio do serca,
jest stosunkowo prosta ze wzgledu na mozliwo$¢ zastosowania roznego rodzaju komorek:

embrionalnych hemocytoblastow, komorek rezerwuardéw tkankowych (progenitor cells),
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czy fibroblastow [90-92]. Przeprowadzone proby potwierdzily, ze nowe dostarczone do
miejsca ubytku komoérki potrafia wbudowaé sie w strukture serca, jednak tylko
w przypadku niezbyt duzych ubytkow w tkance mig$nia sercowego, gdyz to ona stanowi
podpore dla adhezji i proliferacji komorek. Obecnie trwajace badania kliniczne maja na
celu opracowanie najbardziej bezpiecznej i porgcznej metody dostarczania komorek do
serca pacjentéw [94]. Drugie podejscie w najwigkszym stopniu pokrywa si¢ z podstawowa
zasada inzynierii tkankowej 1 polega na wytworzeniu trojwymiarowego skafoldu,
stuzacego jako podloze do hodowli komodrek sercowych, a nastgpnie jego wszczepieniu
w miejsce ubytku. Przyktadem takiego podejscia byto wytworzenie trojptatkowej zastawki
z poli(hydroksyalkanianu), charakteryzujacej si¢ porami wielkosci 80-180 pum, na ktorej
z powodzeniem namnazaly si¢ komorki naczyniowe [95]. Dlatego tez ta metoda wydaje sig
najbardziej odpowiednia do wytwarzania implantow dla duzych ubytkow tkankowych np.
zastawki, naczynia krwionosne. W trzeciej metodzie otrzymuje si¢ w warunkach in vitro
zawiesing lub warstwe odpowiednich komoérek, z lub bez zorientowanego podioza,
w zalezno$ci od rodzaju uzytych komorek. Tego typu formy naturalnych tkanek moga by¢
wykorzystane do leczenia niewielkich ubytkéw w obszarze migénia sercowego, jak
rowniez w przypadku mozliwosci ,,wyhodowania” calych czgsci organu, moga zastapic¢
testy na zwierzgtach [96].

Niezwykle interesujace wydaje si¢ rowniez opracowanie materiatu nadajacego si¢ na
tzw. latki nasercowe. Jest to koncepcja dotyczaca w szczegdlnosci regeneracji lewego
koniuszka serca uszkodzonego w wyniku zawatu. Polega ona na wytworzeniu tatki np.
w ksztalcie pier§cienia, nastgpnie namnozeniu na niej komoérek (w warunkach in vitro)
1 w dalszej kolejnosci implantacji do nekrotycznego obszaru serca. Taka tatka ma za
zadanie zardwno by¢ no$nikiem dla komorek, jak rowniez stanowi¢ mechaniczne wsparcie
dla uszkodzonych miofibryl. Przyktadem takiej tatki nasercowej moga by¢ skafoldy
otrzymane z poli(kwasu glikolowego), modyfikowane powierzchniowo poli(3-
hydroksymaslanem), ktore postuzyty jako podioza do hodowli miofibroblastow
wyizolowanych z pgpowiny noworodkow [97].

Ze wzgledu na skurczowo-rozkurczowa prac¢ migsnia sercowego, niezwykle wazny
jest ksztatt fatki, sposob jej mocowania, a takze sztywno$¢. Parametry te powinny byc¢
dobrane w takiej kombinacji, aby nie zaburzaé fizjologicznych skurczow serca, oraz

w przypadku osadzenia na materiale pulsujacych komoérek wtokien migsniowych,
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wzmacnia¢ efekt ich skurczu. Kolejnym istotnym parametrem charakteryzujacym materiat,
o potencjalnym zastosowaniu w inzynierii tkankowej mig§nia sercowego jest czas jego
degradacji. W zaleznosci od funkcji, jaka spelni¢ ma material, czas ten moze by¢ krotszy
lub dluzszy. Gdy polimer traktowany jest jedynie jako podloze, stuzace dostarczeniu
komorek w miejsce uszkodzenia, bez koniecznosci mechanicznego wspomagania mig$nia
sercowego, okres degradacji materiatu jest relatywnie krétki np. 3 miesiace w przypadku
siateczki z poli(kwasu glikolowego) [98]. Dtuzszy okres degradacji zaobserwowano dla
porowatych skafoldow otrzymanych z kopolimeru weglanu trimetylenu oraz D,L—laktydu.
Stanowily one podloze dla komorek kardiomiocytow, ktore pelnej degradacji/resorpcji

ulegato po 10 miesiacach od momentu implantacji [99].
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3. Cel pracy

Dotychczasowe ponad 20— letnie do§wiadczenie pracownikéw Instytutu Polimerow
ZUT (dawnej Politechniki Szczecinskiej) w syntezie polimeréw z grupy poliestrowych
elastomerow termoplastycznych (TPE) [100—102] oraz potwierdzona we wczes$niejszych
pracach [103-107] biozgodno$¢ poliestrow  kondensacyjnych, a szczeg6lnie
poli(tereftalanu etylenu) (PET) [103—105] oraz polimerdéw zawierajacych reszty kwasow
thuszczowych lub ich dimeréw [106,107] pozwolita mi zaprojektowaé nowe, nieopisane
dotad w literaturze materialty polimerowe o charakterze nanostrukturalnych
I nanokompozytowych uktadow zawierajacych nanokrystaliczny TiO, w osnowie
z poliestrowych kopolimeréw multiblokowych. Kopolimery sktadaty si¢ z segmentéw
sztywnych budowanych przez jednostki jak w poli(tereftalanie etylenu) (PET) oraz
segmentow gigtkich zawierajacych dimeryzowany kwasu tluszczowy — dimer kwas

linoleinowego (DLA), ktérych ogdlny wzor przedstawiono na rysunku 3.1.

0 0 o)
I I i C—0-CHj;~CH;
o-C C—O—CHjyCH; o-C i
DP,’

segment sztywny segment gigtki

Rys.3.1. Wzor kopolimerow PET/DLA; DPy — stopien polimeryzacji kondensacyjnej
segmentow sztywnych

W  zwiazku z otrzymaniem nowych, nieopisanych wcze$niej kopolimerow
multiblokowych oraz nanokompozytéw na ich podstawie, celem pracy byto potwierdzenie
zatozonej budowy chemicznej, jak rowniez okreslenie wlasciwosci fizyko-chemicznych,
termicznych, mechanicznych, a takze morfologii otrzymanych materiatow. Kopolimery
multiblokowe PET/DLA charakteryzuja si¢ znaczna hydrofobowoscia, dlatego
zaplanowalam oprocz zastosowania hydrofilowych nanoczastek TiO,, wykorzystanie
niskoczasteczkowych kwasow bedacych produktami posrednimi lub pochodnymi kwasow

wystepujacych w cyklu Krebsa do syntez polimeréow o zwigkszonej hydrofilowosci.
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Istotnym celem pracy bylo réwniez wykazanie przydatnosci nowych uktadow
polimerowych do zastosowan w inzynierii tkankowej poprzez oceng biozgodnosci in vitro
w obecnosci okreslonych linii komérkowych oraz badania biozgodnosci in vivo na matych
zwierzetach doswiadczalnych. Zaplanowalam réwniez badania zwigzane z degradacja
materialdw w réznych srodowiskach.

Majac na uwadze planowane zastosowanie opracowanych materialow w inzynierii
tkankowe] migs$nia sercowego za szczego6lny cel postawiono opracowanie materiatow,
ktore stanowityby nie tylko rusztowanie dla komorek (ludzkich embrionalnych komorek
macierzystych migsnia sercowego), ale bylby jednoczes$nie ,,mechanicznym” wsparciem

dla uszkodzonych tkanek.
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4. Zakres pracy

W zwiazku z tak okre§lonym, jak opisano w p. 3, celem pracy, jej zakres obejmuje
nastgpujace zagadnienia:

- opracowanie sposobu wytwarzania nanostrukturalnych uktadéw polimerowych
PET/DLA zawierajacych (i) nanokrystaliczny ditlenk tytanu (TiO;) (0znaczenie nano-
PET/DLA), o statym udziale wagowym segmentow sztywnych PET (30%) oraz gigtkich
DLA (70%), przy zmieniajacym si¢ udziale wagowym nanonapetniacza (0,1 — 0,6% wag.
TiO,) oraz (ii) kwasy niskoczasteczkowe,

- charakterystyke witasciwosci fizyko-chemicznych, termicznych i mechanicznych
wytworzonych materialow;

- oceng podatnosci na degradacjg hydrolityczna i jej wptyw na zmiany wtasciwosci,

- oceng biozgodnos$ci in vitro oraz in vivo dla potencjalnych zastosowan

biomedycznych.
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5. Czes¢ eksperymantalna

5.1 Surowce i substancje pomocnicze stosowane do syntez

Na etapie syntezy multiblokowych elastomerow termoplastycznych oraz ich
pozniejszych modyfikacji stosowano nast¢pujace odczynniki i substancje:

— tereftalan dimetylu (DMT) — ZCh Elana, Torun

— glikol etylenowy (GE) — POCH, Sigma-Aldrich 99,8%

— 1,4-butanodiol (BD) — Sigma Aldrich, 98%

— dimeryzowany kwas thuszczowy (DLA) — PRIPOL 1009 — Croda

— kwas jablkowy — Roth, >99%

— kwas winowy — Sigma-Aldrich, 99%

— ditlenek tytanu (TiO2) — AEROXIDE P25 (20 nm), Evonik Degussa

— octan cynku (Zn(CH3COQ),) —Sigma—Aldrich,

— tlenek antymonu (Sb,03) — 1,3% roztwor w glikolu etylenowym— Fluka, >99%

Wszystkie odczynniki uzywane byly w stanie surowym, bez wczedniejszego oczyszczania.

5.2 Synteza elastomerow termoplastycznych i nanokompozytow
Aparatura do syntez

Aparaturg do syntez stanowil reaktor wykonany ze stali nierdzewnej o pojemnosci
1,8 dm?, zaopatrzony w mieszadlo kotwicowe oraz dwie chtodnice, umozliwiajace
odprowadzanie produktow ubocznych w poszczegdlnych etapach syntezy. Schematyczna
budowe reaktora przedstawia rysunek 5.2.1. Temperatura syntezy kontrolowana byta
poprzez system grzatek elektrycznych rozmieszczonych w dwoch strefach. Dla utatwienia
odbioru produktu reaktor wyposazono w dno stozkowe oraz dodatkowa grzatke
umozliwiajaca ogrzewanie krdcca spustowego. Pod dnem reaktora umieszczona byla

wanna z woda, do ktérej wprowadzano strumien stopionego polimeru.
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Rys.5.2.1 Schematyczna budowa reaktora polikondensacji: 1- krociec wsadowy, 2—
krociec doprowadzajqcy azot, 3— chlodnice odprowadzajqce metanol, 4— chiodnica

odprowadzajqca glikol, 5— krociec spustowy

Warunki syntezy

Kopolimery multiblokowe PET/DLA otrzymywane byly w procesie dwuetapowej
syntezy, obejmujacej etap transestryfikacji oraz polikondensacji w masie stopionej,
w obecnosci katalizatorow stosowanych jak w syntezie poli(tereftalanu etylenu).
W pierwszym etapie zachodzita transestryfikacja pomigdzy tereftalanem dimetylu (DMT)
a glikolem etylenowym (GE) (przy nadmiarze glikolu etylenowego 2,5), ktora prowadzona
byta przy udziale octanu cynku jako katalizatora, a jej postgp kontrolowany byt poprzez
obserwacje ilosci wydzielanego produktu ubocznego — metanolu. Temperatura procesu
byta stopniowo podnoszona od 100 do 210°C, przez ok. 2 h. Za koniec reakcji przyjeto
moment odebrania ok. 95% ilosci metanolu. W kolejnym etapie do masy reakcyjnej
dodawano dimeryzowany kwas tluszczowy (DLA) oraz katalizator polikondensacji —
roztwor Sb,O3 w glikolu etylenowym. Temperatura polikondensacji wynosita 265-270°C,
cisnienie 0,2-0,4 hPa, a czas wynosit 2 h. Nastepnie prowadzono chtodzenie polimeru do
temperatury ok. 185°C réwniez pod obnizonym ci$nieniem. Stopiong masg¢ polimerowa

wyttaczano z reaktora do wanny z zimna woda i uformowana w ten sposob zytke nastgpnie
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granulowano. Otrzymano w ten sposoOb polimery o zalozonym udziale segmentow
sztywnych do gigtkich wynoszacym 30:70%wag, co odpowiada wyliczonemu stopniowi
polimeryzacji segmentéw sztywnych, DPy=1,32.

Nanokompozyty, zawierajace od 0,1 do 0,6 % wag. ditlenku tytanu otrzymane bytly
metoda in-situ podczas polikondensacji przebiegajacej w identycznych warunkach jak
uktad bez nanonapeiniacza. Odpowiednia ilo$¢ nanokrystalicznego TiO, dyspergowana
byta w cieklym monomerze — DLA, przy uzyciu ultradzwigkéw (sonikator Hilscher).
Dyspergowanie prowadzone byto przy cyklu 0,7 i amplitudzie 70, w czasie 30 minut.

W  przypadku otrzymywania kopolimerow zawierajacych poli(tereftalan
butylenu)(PBT) jako skladnik segmentow sztywnych, czyli uktadow PBT/DLA,
stanowiacych materiat porownawczy w wybranych testach, synteza prowadzona byta przy
udziale 1,4-butanodiolu (BD) z zastosowaniem katalizatora magnezowo-tytanowego, w
warunkach opisanych we wczesniejszych publikacjach [8,106]. Otrzymywanie
nanokompozytéw PBT/DLA zawierajacych TiO, prowadzono w sposob analogiczny do
opisanego powyzej, czyli tak jak dla nanokompozytu, w ktérym PET/DLA stanowil
OSNOWE.

Modyfikacja uktadu wyjsciowego matoczasteczkowymi o-hydroksykwasami —
kwasem jablkowym oraz winowym prowadzona byta rowniez na drodze polikondensacji
stopowej, w takich samych warunkach jak polikondensacja uktadu PET/DLA, a kwasy
niskoczasteczkowe dodawane byty po etapie transestryfikacji razem z DLA 1 odpowiednim

katalizatorem.

5.3 Przygotowanie probek do badan

Pocigte polimery przetwarzano gtdéwne metoda prasowania na cienkie filmy o grubosci
0,5 mm. Wszystkie polimery przed prasowaniem byty suszone w temperaturze 60°C, pod
ci$nieniem 0,1 hPa, przez 24 godziny. Polimery prasowano przy cisnieniu 25 MPa w
temperaturze o ok. 30°C wyzszej niz ustalona na aparacie Boetius’a temperatura topnienia.
Po sprasowaniu probki chtodzono w prasie hydraulicznej do temperatury pokojowej. Z
otrzymanych bton polimerowych o grubosci 0,5 mm wycinano odpowiednie ksztattki do
nast¢pujacych badan: spektroskopii w podczerwieni, roznicowej kalorymetrii skaningowe;j,

badan wytrzymatosciowych, testow degradacji hydrolitycznej oraz pomiaru kata zwilzania.
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Probki do pomiaréw kata zwilzania metoda kropli oraz mikroskopii sit atomowych
otrzymane byly réwniez metoda powlekania wirowego (ang. spin—coating) na aparacie
Spin Coater Headway Research Inc., model PWM 32. Odpowiednia objgto$¢ roztworu
polimeru (150 pl o stezeniu 10 mg/ml) bezposrednio po umieszczeniu na szkietku
nakrywkowym ($rednica 18 mm) poddawana byla ruchowi wirowemu z predkoscia 1200
rpm/sec. W wyniku szybkiego odparowania rozpuszczalnika — chloroformu otrzymano

cienkie filmy polimerowe o grubosci 60 — 160 nm.

5.4 Charakterystyka metod badawczych

Spektroskopia w podczerwieni (ATR FT-IR)

Spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera, jako jedna z dwoch metod
spektroskopowych stosowanych w niniejszej pracy umozliwita wstgpna oceng budowy
chemicznej otrzymanych elastomeréw termoplastycznych. Analiza przeprowadzona na
aparacie firmy Thermo Nicolet z przystawka Golden Gate w zakresie pomigdzy 4000 a
400cm™ pozwolila stwierdzi¢ obecno$é wiazan charakterystycznych dla poliestrow
aromatyczno-alifatycznych oraz w pdzniejszych etapach prac laboratoryjnych sledzi¢
zmiany w budowie chemicznej polimeréw, nastgpujace w wyniku degradacji

hydrolitycznej.

Spektroskopia ramanowska

Do analizy probek w postaci filméw polimerowych o grubosci 0,5 mm
zastosowano konfokalna dyspersyjna mikrospektroskopi¢ ramanowska. Analizy wykonano
korzystajac z konfokalnego dyspersyjnego spektrometru ramanowskiego ALMEGA XR
firmy Thermo — Nicolet wyposazonego w dwa lasery umozliwiajace pracg z wiazka
swiatta laserowego o dtugosci 532 nm i mocy do 50 mW lub z wiazka Swiatta laserowego
o dlugosci 785 nm 1 mocy do 300 mW. Spektrometr ten jest wyposazony w uktad siatek
nisko- i wysokorozdzielczych, zapewniajacych zdolno$¢ rozdzielcza widmowa okoto
2 cm™ w trybie wysokiej rozdzielczosci. Dodatkowo aparat wyposazony jest uktad filtrow
umozliwiajacych krokowa redukcje mocy wiazki $wiatta laserowego do 1% mocy

nominalnej.
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Do analiz zastosowano gtownie wiazke sSwiatta laserowego o dlugosci 532 nm. Dla
porownania niektore analizy wykonano rowniez z uzyciem $wiatta laserowego o dtugosci
785 nm. Analizy wykonywano w trybie normalnej jak i1 wysokiej rozdzielczosci
widmoweyj.

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego *H NMR)

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (lH NMR) zostata wykorzystana
do szczegodtowej oceny budowy chemicznej otrzymanych kopolimeréw blokowych oraz
uktadow modyfikowanych kwasami a-hydroksylowymi. Dzigki duzej czutosci tej metody
mozliwe bylo eksperymentalne okreslenie udziatu wagowego poszczegolnych blokow oraz
obliczenie rzeczywistego stopnia polikondensacji segmentow sztywnych.

Do badan na aparacie Bruker DPX 400 wuzywano roztworéw polimerow
w deuterowym chloroformie, a widma otrzymano przy czgstosciach 400.13 MHz
(*H NMR).Wzorcem wewnetrznym by} tetrametylosilan.

Na podstawie zredukowanych intensywno$ci okreslonych pikéw dokonatam
obliczenia stopnia polikondensacji DP, wyrazonego wzorem:

I
DP, = f: 1)
gazie: g1, lp33— intensywno$¢ zredukowana przy 8,11 oraz 2,33 ppm odczytana z widma
'H NMR
Przy znajomos$ci DP mozliwe bylo obliczenie wagowej zawarto$ci segmentow
w kopolimerze, przy wykorzystaniu wzoru:

DP, -M,, )
DP, -M,, + M,

%W, =

gdzie: %Wy— udzial wagowy segmentéw sztywnych, DPy— stopien polikondensacji
segmentow sztywnych, My, Ms- masy molowe kolejno segmentu sztywnego oraz

gietkiego.

Graniczna liczba lepkosciowa
Graniczna liczbe lepkosciowa (GLL) oznaczono stosujac roztwory polimerow
w mieszaninie fenolu i trichloroetylenu (1:1 obj.) w temperaturze 30°C. Mierzono czas

przeplywu czystego rozpuszczalnika oraz roztwordw polimeréow o stgzeniu ok. 0,5
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g/lOOCm3 pomiedzy dwoma punktami pomiarowymi wiskozymetru Ubbelohde’a (stala
kapilary: 0,01112).

Do obliczenia warto$ci GLL stosowano nastgpujacy wzor:

2% -1
\/ (UWC n’?wzgl) [%] (3)

GLL =

t

77wzg| == N = ﬂwzgl -1
tO

gdzie:

Nw — lepkos¢ wlasciwa

Nwzgl — lepkos¢ wzgledna

c— stezenie [g/100ml]

t o — czas przeplywu rozpuszczalnika [s]

t 1— czas przepltywu roztworu polimeru [s]

Oznaczanie ciezarow czqsteczkowych metodq chromatografii zelowej (GPC)

Oznaczenia liczbowo 1 wagowo S$rednich cigzaréw czasteczkowych oraz stopnia
polidyspersyjnosci materialdow dokonano na aparaturze zlozonej z pompy Spectra Physics
8800, detektorow- refrektometru roznicowego RI (VE3580, Viscotek) i wiskozymetru (270
Dual Detector Array, Viscotek). Rozdzial polimerow przeprowadzono na uktadzie dwoch
wysokorozdzielczych kolumn styrazelowych PLgel 5 pm Mixed-C firmy Polymer
Laboratories. Jako fazg ruchoma stosowano tetrahydrofuran o szybko$ci przepltywu
1 ml/min. Oznaczenia przeprowadzono w temperaturze 35°C. Roztwory polimerdéw
o stgzeniu 0,1% byty filtrowane przez filtr 0,45 um.

Obliczenia liczbowo i wagowo $rednich cigzarow czasteczkowych dokonano w oparciu
o kalibracj¢ konwencjonalna wygenerowana za pomoca standardow polistyrenowych o

matej polidyspersyjnosci.
Spektroskopia mas z jonizacjq przez rozpylanie w polu elektrycznym (ESI-MS)

Metoda ta wykorzystana byla do okreslenia zarowno budowy chemicznej

wyjsciowego monomeru DLA, jak i analizy produktow degradacji w roztworach wodnych.
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Analiz¢ przeprowadzono w ukladnie wyposazonym w spektrometr masowy LCQ
(Finnigan MAT) oraz w przystawke umozliwiajaca jonizacje probek metoda

elektrorozpylania (ESI).

Roznicowa kalorymetria skaningowa (DSC)

Metoda roznicowej kalorymetrii skaningowej przeprowadzono analiz¢ wilasciwosci
termicznych otrzymanych materialéw. W trakcie badania stosowana byla nastepujaca
metodyka:

1 ETAP- grzanie z predkoscia 10°C/min w zakresie temperatur 30-300°C
2 ETAP-izotermiczne wygrzewanie w 300°C przez 1 minutg
3 ETAP- chtodzenie z predkoscia 10°C/min w zakresie temperatur 300°C do -100°C
4 ETAP- izotermiczne chtodzenie w -100°C przez minutg
5 ETAP- grzanie z predkoscia 10°C/min w zakresie temperatur -100- 300°C.
Obserwacji poddawane byly procesy egzo— i endotermiczne, takie jak: krystalizacja,
topnienie, oraz przejscie fazowe, jakim jest przejscie ze stanu szklistego do elastycznego.
W zwiazku z tym, na podstawie réznic ilosci strumienia ciepta dostarczanych do wzorca
oraz probki, mozliwe jest wyliczenie zmian ciepta wiasciwego (AC,) charakterystycznego
dla temperatury zeszklenia (Tg), jak rowniez okreslenie entalpii krystalizacji (AH.) oraz
entalpii topnienia (AHp).
Pomiary metoda réznicowej kalorymetrii skaningowej prowadzono na aparacie TA
Instruments model Q1000.
Stopien krystalicznosci obliczylam korzystajac ze wzoru:

a) dla kopolimeru:

W, = jﬂm 100%  [%] 4

0
m

b) dla segmentu sztywnego:

AH
M q00% [%
JHo .03 o0% L¥] ®)

c,h

gdzie:
AHpn— entalpia topnienia segmentéw sztywnych z pomiaréw DSC [J/g]
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AHC— entalpia topnienia fazy krystalicznej PET - 140 J/g [107]

0,3 — udziat wagowy segmentu sztywnego.

Dynamiczna analiza termomechaniczna (DMTA)

Dynamiczne wlasciwosci termomechaniczne, takie jak modut zachowawczy (E’),
modut stratnosci (E”) oraz mechaniczne ttumienie (tan 8), charakteryzuja zachowanie si¢
materiatu podawanego dziataniu okresowo przyktadanej sity. Poznanie tych whasciwosci
jest szczegbdlnie wazne w momencie, gdy wiasciwosci mechaniczne zmieniaja si¢ badz to
w funkcji temperatury, badz czestotliwosci. Dynamiczne wihasciwosci termomechaniczne
badane byty od -90°C do temperatury topnienia polimeru, stosujac czg¢stotliwos¢ 1 Hz oraz

predkos¢ grzania 10 deg/min, na aparacie Reomatrics RSA-II.

Badania wytrzymalosciowe przy statycznym rozciqganiu

Badania mechaniczne mialy na celu zbadanie wptywu obecno$ci nanonapetniaczy na
wlasciwo$ci mechaniczne otrzymanych nanokompozytow, w szczegdlnosci napre¢zenia
zrywajacego, wydluzenia wzglednego przy =zerwaniu oraz modutu  Young’a.
Przeprowadzone zostaly zgodnie z norma PN-EN ISO 527-1:1998 ,, Tworzywa sztuczne-
oznaczanie cech wytrzymalo$ciowych przy statycznym rozciaganiu” na maszynie
wytrzymatosciowej Intron 3366. Wykonatam 6 pomiaréw dla kazdej z probek o grubosci
0,5 — 0,7 mm i szerokos$ci 4 mm, przy predkosci rozciagania wynoszacej 100 mm/min.

Wydhizenie wyznaczone bylo przy uzyciu bezdotykowego ekstensometru.

Interferometria swiatta widzialnego

Interferometria $wiatta widzialnego, jako prosta metoda analizy optycznej
powierzchni, wykorzystana byta do okre§lenia stopnia chropowatosci powierzchni
otrzymanych nanokompozytow. Wyznaczenia parametru rms (root-mean-square of
roughness), czyli $redniego odchylenia kwadratowego chropowatosci, pozwolilo na etapie
badan wstgpnych okresli¢c wptyw obecnosci nanonapelniacza na wlasciwos$ci
powierzchniowe, zarowno probek bezposrednio po przetworstwie jak 1 po tescie inkubacji

w symulowanym ptynie fizjologicznym (SBF).
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Badania przeprowadzone byly na aparacie firmy Zygo — MetroPro (OMP-0347C), w

Imperial College w Londynie podczas pobytu stypendialnego.

Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)

Obserwacje na skaningowym  mikroskopie elektronowym (JEOL 1525)
przeprowadzone byly w celu obserwacji zmian na powierzchni otrzymanych materiatow,
a takze morfologii komorek w kontakcie z materiatami polimerowymi i nanokompozytami.

Probki w postaci krazkow o $rednicy 12 mm i grubos$ci 0.5 mm umieszczone byty na
specjalnych uchwytach i napylane zlotem technicznym, w celu polepszenia jakoS$ci
uzyskanych zdjeé, a takze w celu redukcji niekorzystnych efektéw zwiazanych ze
skondensowana wiazka elektrondow w komorze mikroskopu. Uzywano dwoch wielkos$ci
napie¢ przyspieszajacych elektrony: 10 i 20 kV. Dodatkowo przeprowadzono analiz¢
spektrometrii rentgenowskiej z dyspersja energii (EDX) w celu identyfikacji zwiazkéw

wytraconych z roztworu podczas testu w SBF.

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

W zwiazku z obecnoscia nanonapetniaczy w matrycy polimerowej i niemoznos$cia ich
identyfikacji metoda SEM, konieczne bylo uzycie techniki transmisyjnej mikroskopii
elektronowej (TEM).

Probki do obserwacji w transmisyjnym mikroskopie elektronowym (JEOL- JEM FX
2000) o grubosci w zakresiec 90-200 nm przygotowane byly na krio-ultramikrotomie
(Power Tome XL, RMC Products by Boeckeler) w -80°C i umieszczone na miedzianych
siatkach. Nastgpnie probki zostaly napylone weglem. Obserwacji dokonano przy napigciu
200 kV.

Badania SEM i TEM przeprowadzitam podczas pobytu stypendialnego w Imperial College

w Londynie.

Mikroskopia sit atomowych (AFM)
Istota dziatania mikroskopu sit atomowych jest pomiar sily dziatajacej pomigdzy
badana powierzchnia a przesuwajacym si¢ po niej lub nad nig ostrzem krzemowym,

umieszczonym na spr¢zynce. Badania prowadzone byly na probkach otrzymanych metoda
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spin-coatingu, na aparacie Nanoscope 1V (Veeco/Digital Instruments). Maksymalny obszar

skanowania wynosit 150x150 pm.

Oznaczanie kqta zwilzania

Oznaczanie kata zwilzania przeprowadzono dwoma metodami:

1. Metodq kroplowg na aparacie DataPhysisc, Contact Angle System OCA,
wykorzystujac probki otrzymane metoda powlekania wirowego szkietek
nakrywkowych. Badania przeprowadzone byly przy uzyciu ultra czystej wody,
objetos¢ kropli nanoszonej na powierzchni¢ warstwy polimeru wynosita Sul. Dla
kazdego polimeru kat zwilzania badano na 3 szkietkach, w 5 punktach.

2. Metodq tensometryczng na tensjometrze firmy Kruss. Badania przeprowadzone
byly w ultra czystej wodzie. Przed pomiarem powierzchni¢ wody o0czyszczono
rozgrzanym metalem, w celu usunigcia wszelkich drobinek pochodzacych
Z powietrza.

Badania przeprowadzono na btonach polimerowych otrzymanych metoda prasowania-
na probkach o wymiarach okolo 15x20 mm, ktore nastgpnie umieszczano w lapce
tensometru. Procedura odbywala si¢ automatycznie i obejmowala pomiar sity adhez;ji
pomigdzy probka a medium przy =zanurzaniu oraz przy wynurzaniu z wody.
Specjalistyczne oprogramowanie pozwolito na obliczenie odpowiednio, zstepujacego

1 wstgpujacego kata zwilzania.

Metody degradacji hydrolitycznej i analizy

Testom degradacji hydrolitycznej poddano material wyjSciowy PET/DLA zawierajacy
30% wagowych segmentow sztywnych oraz kopolimery modyfikowane ditlenkiem tytanu,
celem zbadania wplywu tego nanonapelniacza na profil degradacji.

Testy krotkoterminowej degradacji hydrolitycznej (3 tygodnie) przeprowadzone byty w
symulowanym ptynie fizjologicznym (SBF) przygotowanym wg. opisu z artykutu Kokubo
[132], zawierajacym nastepujace sole: NaCl, NaHCO3, KCI, K;HPO,4-3H,0, MgCl,-6H,0,
CaCl,-2H,0, NaySO4, (CH,OH)3CNH,. Roztwor wymieniany byt w  odstepach
tygodniowych, masa proébek mierzona byla przed i po te$cie inkubacji w SBF. Po tescie

oceniono morfologi¢ probek wykorzystujac technike SEM, jednocze$nie stosujac metode
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EDX zbadano wptyw obecno$ci nano-TiO, na kalcyfikacje powierzchniowa. Zbadano
réwniez zmiany chropowato$ci powierzchni stosujac interferometrie $wiatta widzialnego.

W celu okres$lenia zmian wtasciwosci mechanicznych oraz absorpcji i ubytku masy
prowadzono testy degradacji dlugoterminowej w okresie 26 tygodni, a medium
degradacyjnym byly buforowane sole fosforowe (PBS). Probki do badan zmian
wlasciwosci mechanicznych miaty posta¢ wiosetek o dlugosci odcinka pomiarowego 25
mm 1 grubosci ok. 0,5 mm, natomiast do ubytku masy 1 absorpcji miaty posta¢ krazkéw
o $rednicy 12 mm i grubosci ok. 0,5 mm. Pomiar wagi probek odbywat si¢ co 3 tygodnie,
rowniez w takim okresie czasu wymieniany byt roztwér degradacyjny. Materialy po
okresie degradacji scharakteryzowane zostaly nastepujacymi technikami: FT-IR, 'H NMR
— okreslenie zmian w budowie chemicznej, DSC — zmiany wtasciwosci termicznych, GPC
— zmniejszenie cigzaru czasteczkowego, okreslono réwniez poziom absorpcji i ubytek
masy.

Do celow analizy produktow degradacji, jako medium uzywano wody
destylowanej, ze wzgledu na wymagania aparaturowe metody ESI-MS (electrospray
ionization mass spectrometry) — w roztworze nalezalo unika¢ obecnosci jakichkolwiek
jondéw, mogacych zaburzy¢ prace detektora. Degradacj¢ prowadzono rowniez w okresie 26
tygodni, na 3 probkach ($rednica 8 mm) z kazdego polimeru. Co 3 tygodnie roztwor znad
probki zlewano a probke suszono do statej masy, dodatkowo $ledzono zmiany pH wyciagu

wodnego.

Testy in vitro i in vivo

Zawiesina mysich fibroblastow, linia 3T3 byta umieszczona na polimerowych
krazkach w 24-dotkowych ptytkach hodowlanych. Hodowla trwata 6 dni w medium
hodowlanym Dulbeco, dodatkowo zawierajacym 10% serum surowicy bydlece;j,
L-glutaming (0,125)(10'3 ml), a takze dwa antybiotyki streptomycyng i penicyling w
odpowiednich ilosciach (wszystkie odczynniki Sigma-Aldrich). W inkubatorze
utrzymywano staty poziom wilgotnosci 95%, zawartos¢ CO, wynosita 5%, a temperatura
37°C. Poczatkowe zageszczenie komoérek wynosito 25 000 komoérek/cm? W 2, 4 i 6 dniu
pobierano medium hodowlane w celu okreslenia ilosci dehydrogenazy mleczanowe;j
(LDH), ktora stanowita wskaznik $§miertelno$ci komorek. Nastepnie komorki poddawane

byty trypsynizacji 200 pl roztworu trypsyny. Aktywnos$¢ tego enzymu hamowana byta po
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5-6 minutach 15% surowica zawierajaca medium Dulbeco. W celu oznaczenia ilo§ciowego
proliferacji komodrek uzyto zestawu barwiacego AlamarBlue (Invitrogen).

Kolejny etap testow in vitro dotyczyl badan z udzialem mysich oraz ludzkich
embrionalnych komoérek macierzystych, jako prekursorow do otrzymywania komorek
kardiomiocytow. Testy te prowadzone byty we wspotpracy i w laboratoriach podczas stazu
w Imperial College w Londynie oraz National Heart&Lung Institute w Londynie, Wielka
Brytania (w kraju tym dopuszczone sa badania na ludzkich i zwierzecych komorkach
embrionalnych). Jako medium kultywacyjne dla mysich embrionalnych komorek
macierzystych (mouse-embrionic stem cells, m-ESCs): medium Dulbeco uzupetnione 15%
serum, z dodatkiem odpowiednich antybiotykdéw, L-glutamina, merkaptoetanolem oraz
czynniki hamujace biataczkge. Medium do hodowli ludzkich embrionalnych komoérek
macierzystych (human-embrionic stem cells, h-ESCs) zawieratlo dodatkowo czynniki
wzrostu dla fibroblastow. W testach uzyto mysich embrionalnych komorek macierzystych,
linia D3 (ATCC-LGC Standards) oraz ludzkich embrionalnych komorek macierzystych,
linia H7 (Geron Corp Menlo Park, CA).

Testy implantacyjne in vivo

Testy implantacyjne przeprowadzono dla kopolimeru PET/DLA oraz PET/DLA z
dodatkiem 0.2% wag. TiO.. Probki miaty posta¢ krotkich pateczek o dtugosci 10-12 mm,
szerokosci 3-5 mm i grubosci 0.6-0.8 mm i przed implantacja zostaly wysterylizowane
gazowym tlenkiem etylenu w aparacie 3M Steri-Vac5. Probki polimeréw wszczepiono w
migsnie szczuréw rasy Wistar, o wadze 200-220g. Jako materiatu referencyjnego uzyto
silikonu medycznej jakosci ( Nagosil NA 500-5). Zabieg znieczulenia przeprowadzono
przy uzyciu ketaminy (Narkomon) w dawce 120 mg. Obserwacje zwierzat prowadzone
byly przez 12 tygodni. Nastgpnie zwierz¢ta uspiono stosujac pentobarbital sodu w dawce
200mg. Kolejnym etapem bylo przygotowanie preparatow histopatologicznych tkanek
otaczajacych implanty. Probki tkanek utrwalono 10% formaldehydem, odwapniono
1 zabarwiono hematoksylina oraz eozyna 1 tak przygotowane poddano obserwacjom

mikroskopowym.
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6. Wyniki i dyskusja

6.1 Synteza multiblokowych elastomerow termoplastycznych

Na drodze polikondensacji w stopionej masie otrzymano kopolimery multiblokowe

1 nanokompozyty, ktérych sktad przedstawiono w tabeli 6.1.1.

Tab.6.1.1 Skiad kopoli(estro-estréw) oraz nanokompozytow

Segment sztywny Segment gigtki Modyfikator
30% wag. 70 % wag. rodzaj Mo$¢ [% wag.]
TiO, 0,1-0,6
PET DLA Kwas jabtkowy 1:.25
Kwas winowy 1;25
PBT DLA TiO, 0,2;04

Podczas syntez nie zaobserwowano wigkszych r6znic pomigdzy procesem
otrzymywania kopolimerow i ich nanokomozytéw, jednakze nalezato dopracowaé
szczegoty technologiczne zwiazane z metoda wprowadzania dyspersji nanonapelnicza w
monomerze DLA do masy reakcyjnej przed rozpoczegciem polikondensaci.
Zaobserwowano, iz po dodaniu DLA zawierajacego TiO, spada temperatura masy
reakcyjnej (mimo wcze$niejszego podgrzewania tego monomeru) i dlatego tez konieczne
bylo jej podniesienie do temperatury, w ktérej planowane bylo rozpoczgcie
programowania prézni. Niedogrzanie masy reakcyjnej do wlasciwe; temperatury
skutkowato ,,porywaniem” jej do chtodnicy, co uniemozliwialo z kolei osiagnigcie
odpowiednio obniZonego ci$nienia.

Otrzymane kopolimery PET/DLA 1 ich nanokompozyty charakteryzowaty sig
stosunkowo mata lepkoscia stopowa, co powodowato trudnosci w odebraniu materiatu
w postaci zytki, co z kolei uniemozliwialo zgranulowanie materialu na krajarce
laboratoryjnej. Problemu tego nie zaobserwowano w przypadku uktadu, w ktorym blok

sztywny stanowit poli(tereftalan butylenu), wykazujacy szybszy proces Krystalizacji, co
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szerzej zostanie oméwione w czesci dotyczace] wilasciwosci termicznych otrzymanych

nanokompozytow.

6.2 Wiasciwosci fizyczne
Pomiary GLL zostaly przeprowadzone dla  wszystkich otrzymanych
nanokompozytow 1 materialu wyjsciowego. Zestawienie wartosci GLL zawiera tabela

6.2.1.

Tab.6.2.1 Wartosci GLL dla otrzymanych nanokompozytow

Materiat GLL roztworu [dl/g]

PET/DLA 0,629
PET/DLA 0,1% wag. TiO, 0,636
PET/DLA 0,2% wag. TiO, 0,742
PET/DLA 0,4% wag. TiO, 0,727
PET/DLA 0,6% wag. TiO, 0,403

Jak obrazuje to powyzsza tabela najwyzsza warto$cia granicznej liczby
lepkosciowej charakteryzuje si¢ nanokompozyt zawierajacy 0, 2% wagowych TiO;. W
przypadku najmniejszego udziatu wagowego nanonapetniacza wzrost GLL nie jest istotnie
znaczacy. Natomiast przy najwyzszym udziale wagowym, niska warto§¢ GLL wynika
z duzych problemdw juz na etapie syntezy tego materiatu w zwiazku z czym nie byt on
poddawany dalszym badaniom.

Ze wzgledu na konieczno$¢ rozpuszczania materialow do badan, a takze procesow
otrzymywania probek do badan, konieczne bylo zbadanie ich rozpuszczalno$ci w
rozpuszczalnikach polarnych 1 niepolarnych. Wyniki tych testow przedstawia tabela 6.2.2.
Jak wida¢ niezaleznie od uzytego rozpuszczalnika po 48 godzinach wszystkie materiaty
ulegly rozpuszczeniu, poprzedzonego pgcznieniem materiatow polimerowych. W ocenie
wizualnej roztwory otrzymane w wyniku rozpuszczenia materialow zawierajacych TiOp,

charakteryzowaty si¢ bardziej bialym kolorem.
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Tab.6.2.2. Oznaczenie rozpuszczalnosci otrzymanych polimeréw

Rozpuszczalnik czas rozpuszczania

Materiat chloroform toluen tetrahydrfuran

8h | 24h | 48h 8h 24h 48h 8h 24h 48h
PET/DLA - ++ +++ - ++ +++ - ++ +++
PET/DLA

- ++ +++ - ++ +++ - ++ +++
0,1%wag. TiO,
PET/DLA

- ++ +++ - ++ +++ - ++ +++
0,2%wag. TiO,
PET/DLA

- ++ |+t - ++ +++ - + +++
0,4%wag. TiO,
PET/DLA

- + +++ - + +++ - + +++
0,6%wag. TiO,

(-) - bez zmian, (+) - stabe pecznienie, (++) - pecznienie, (+++) - rozpuszczenie catkowite

6.3. Budowa chemiczna

Analizg¢ budowy chemicznej kopolimeru PET/DLA ocenianej metoda ATR FT-IR
przeprowadzono w oparciu o analizg¢ poréwnawcza widma otrzymanego dla DLA (rys.
6.3.1 a) uzytego do syntez oraz widma dla PET (rys. 6.3.1.c) wytworzonego w syntezie
wlasne;.

Poréwnanie widm potwierdza otrzymanie kopolimeréw estrowo-estrowych (rys. 6.3.1
b), m.in. poprzez zaobserwowanie zaniku widma przy 934 cm™ charakterystycznego dla
DLA. Pik ten zwiazany z drganiami deformacyjnymi poza plaszczyzna grupy OH jest
nieobecny w widmie kopolimeru, co $§wiadczy o przereagowaniu grup OH z resztami
glikolu etylenowego. Dodatkowo zaobserwowano zmiang potozenia intensywnego pasma
drgan rozciagajacych C=0 obecnych zaréwno w niemodyfikowanym PET przy wartosci
1710 cm™ jak i w widmie monomeru DLA (1705 cm™). Dla kopolimeru PET/DLA
znajduje sie ono przy wyzszej liczbie falowej, tj. przy 1719 em™. Sprzezone jest rdwniez
z drganiami rozciagajacymi C(O)-O wystepujacymi przy wartosci liczby falowej 1263-
1261cm™; dla monomeru DLA drgania te sa przesunigte w kierunku wartosci 1283 cm™,
natomiast dla homopolimeru PET pasmo to nie zostato wyodrgbnione, przystonigte zostato

prawdopodobnie przez dosé szerokie i intensywne pasmo przy liczbie falowej 1239 cm™.
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Bez zmian pozostaje natomiast podwoOjne pasmo obecne jedynie dla DLA i jego
kopolimeru z PET (2920, 2851 cm™) charakterystyczne dla drgan rozciagajacych grupy
CH, m.in. w utozeniu C-CH,-C, w przypadku PET widmo to jest potrojne.

Pasma przy dlugoéciach liczb falowych 1503, 1408, 1017 oraz 873 cm™ zgodnie z
doniesieniami literaturowymi sg sygnalami pochodzacymi od fragmentéw aromatycznych
w segmentach sztywnych budowanych przez PET [108, 109]. Jednakze jak wynika z tablic
[110], drgania rozciagajace pierScienia aromatycznego, jakim w przypadku kopolimerow
PET/DLA jest benzen, podstawiony w pozycjach 1,4 (od kwasu 1,4-benzeno-
dikarboksylowego, ktorego dimetylowy ester uzyty zostal do syntezy) powinien
wykazywa¢ 4 pasma potozone przy nastgpujacych wartosciach liczb falowych: pasmo
pierwsze: 1606 + 6 cm™, pasmo drugie: 1579 £ 6 cm™, pasmo trzecie: 1520 — 1480 cm™,
oraz pasmo czwarte: 1409 + 8 cm™. W otrzymanych widmach, zaréwno dla homopolimeru
PET, jak i1 dla kopolimeru PET/DLA zaobserwowalam wystgpowanie wszystkich pasm
wskazanych w pracy [111], jak réwniez dodatkowe pasmo przy liczbie falowej 1577 cm™
(PET) i 1578 cm™ (PET/DLA), odpowiadajace drugiemu pasmu drgan rozciagajacych

pierscienia aromatycznego.
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Jak opisano w literaturze [111,112], widma homopolimeru PET zmieniaja sig
w zaleznosci od historii termicznej materiatu, jak roéwniez innych zabiegdw, wptywajacych
na krystaliczno$¢, jak np. rozciaganie. Niezaleznie jednak od warunkdéw przetworstwa czy
dodatkowego wygrzewania zaobserwowane zostaly rotacyjne izomery reszt pochodzacych
od glikolu etylenowego — trans i gauche (skos$na). Z literatury wynika, iz wiazania
pochodzace od izomerow reszt glikolu etylenowego musza spelnia¢ dwa warunki: 1)
tworzy¢ pary, przy czym jeden z pikdéw jest bardziej intensywny od drugiego; 2) kazde z
wigzan musi wykazywac czgstotliwos¢, charakterystyczna dla normalnych drgan reszt
glikolu etylenowego. Drgania izomerdéw reszt glikolu etylenowego przedstawione sa w

tabeli 6.3.1, wraz z ich prawdopodobnymi odpowiednikami w kopolimerze PET/DLA.

Tab. 6.3.1 Drgania izomerow reszt glikolu etylenowego

OCH,CH,0 | OCH,CH,0 w
Rodzaj | OCH,CH,O w PET HOCH,CH,OH w PET PET/DLA
ugrupowania wg. [2] (synteza
Whasna)
CH, drganie trans 1456 - . 1456
deformujace gauche 1453 1458, 1408 -
CH, drganie trans 1337 - 1340 1340
wachlarzowe | gauche 1370 1368, 1306 1365 1367
CH, drganie trans - - - -
skrecajace gauche 1172 1248, 1202 1175* 1168
CH, drganie trans 848 - 843 -
obrotowe gauche 895 881, 861 900 903
C-O drania trans 973 - 969 971
rozciagajace gauche | 1099, 1042 1083,1037 1092, * 1097,1047

*- potozenie odpowiednich pikéw omdwione w tekscie

W przypadku drgan deformacyjnych grupy CHy, dla PET z syntezy wlasnej nie
zaobserwowatam piku przy 1456 cm™, widoczny jest natomiast podwojny pik,
z maksimum przy 1448 oraz 1469 cm™, ktory po uérednieniu daje warto$é ok. 1458 cm™.

Rozszczepienie tego piku moze wynika¢, np. z obecnosci niewielkich ilosci
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nieprzercagowanego glikolu etylenowego w polimerze. Drgania skrecajace CH, dla PET
nie wystepuja jako oddzielny pik, natomiast przy odpowiednim powigkszeniu widoczne sa
w pasmie przy 1239 cm™, rys. 6.3.2. Natomiast drgania rozciagajace C-O nie wykazuja
dwoch pikéw, obecny jest jedynie wyrazny pik z maksimum przy 1092 cm™,
prawdopodobnie powstalty w wyniku natozenia si¢ zaobserwowanych dla kopolimeru pasm
1097 i 1047 cm™. Z powyzszych obserwacji widm IR dotyczacych kopolimeru
multiblokowego PET/DLA, wnioskowa¢ mozna, iz pomigdzy produktem posrednim —
tereftalanem dihydroksyetylenowym, a dimerem kwasu linoleinowego doszto do reakcji
prowadzacej do powstania kopolimeru. Efekty obserwowane dla widma PET — naktadanie
si¢ pasm — wynika¢ moga ze stosunkowo duzej grubosci probki - ze wzgledu na
zastosowanie tej samej metody przetworstwa, jaka bylo prasownie do postaci cienkich

filmow, ktora to metoda nie jest dostatecznie dobra metoda przetworstwa termoplastow.

o,
o
8

130 130 120 %0 20 1Zi0 1200 1120 1180
Licaby falowe (o)

Rys. 6.3.2 Powiekszenie piku maksimum przy 1239 cm™

Potwierdzenie obecnosci TiO, w matrycy polimerowe] uzyskano stosujac
spektroskopi¢ ramanowska. Rysunek 6.3.3 przedstawia widma otrzymane przy dlugosci
lasera 532 nm dla zawegzonego zakresu liczb falowych. W widmach materiatéw
o zawartosci ditlenku tytanu 0,2 oraz 0,4% wagowych zaobserwowano charakterystyczne
piki przy liczbach falowych w zakresie 138-145 cm™. Ze wzgledu na obecnosé napehiacza
w matrycy polimerowej nie zaobserwowano wszystkich obszarow charakterystycznych dla
TiO,, ktore to widma zostaly szczegdtowo opisane dla tego tlenku jako biomateriatu [113]
lub w pracy dotyczacej przejs¢ fazowych tego materiatu [114]. Zaobserwowany

W niniejszej pracy zakres wystgpowania pikow pochodzacych od TiO jest
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charakterystyczny dla anatazu, ktéra to forma krystalograficzna stanowi 80%

komercyjnego produktu AEROXIDE P25 uzytego do syntez.

15004
14004
13003
12004 pET/DLA 0,2% wag. TiO,
11004 PET/DLA 0,4% wag. TIO,
10004

2 2
s 3

Intensywnosé
$3828

5

200 150 100 50
Przesunigeie (cm™)
Rys. 6.3.3 Widma ramanowskie dla obszaru wystepowania pikow pochodzqcych od TiO,
Dodatkowych informacji, zarowno o budowie chemicznej monomeru DLA jak
1 kopolimeréw PET/DLA dostarczyly badania magnetycznego rezonansu jadrowego.
Rysunek 6.3.4 przedstawia widmo protonowe *H NMR dimeru kwasu linoleinowego

(PRIPOL 1009) oraz odpowiadajace mu struktury tego komercyjnego produktu.
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Rys. 6.3.4 Widmo YH NMR dimeru kwasu linoleinowego (PRIPOL 1009) oraz jego mozliwe

struktury
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Zalozenie wystgpowania trzech przedstawionych struktur (rys. 6.3.4) w budowie
dimeru kwasu linoleinowego oparte bylo na informacjach producenta, a takze
doniesieniach literaturowych [115 — 117], ktore dodatkowo sugerowaly przewagg struktury
acyklicznej w tym komercyjnym produkcie (struktura s$rodkowa). Rozpuszczona
w deuterowanym chloroformie prébka DLA wykazata nastepujace przesunigcia chemiczne
wzgledem tertametylosilanu: silny sygnat przy 1,26 ppm pochodzi od dlugiego
alifatycznego tancucha reszty kwasu linoleinowego, a poprzedza go pik pochodzacy od
koncowych grup metylowych —CHs; (0,88 ppm). Sygnaty od protondéw zwiazanych z grupa
karboksylowa zinterpretowane zostaly nastgpujaco: grupa metylenowa znajdujaca si¢
W pozycji a przy wiazaniu karbonylowym - tryplet 2,33, w pozycji - 1,64 ppm.
Obecnos¢ protondow od grupy koncowej —OH teoretycznie powinna dawac¢ sygnat przy ok.
11 ppm, jednak podobnie jak sygnaly od wiazania podwdjnego w trzeciej strukturze nie
zostaly zarejestrowane. Ze wzgledu na niejednoznaczno$¢ otrzymanych wynikow
monomer ten zostal dodatkowo scharakteryzowany dwoma rodzajami metody
spektroskopii mas:

1) spektroskopia mas MALDI-TOF, — w ktorej, jako metodg jonizacji stosuje si¢
desorpcje jonowa z udzialem matrycy oraz analizator czasu przelotu. Metoda ta
generalnie umozliwia detekcj¢ sktadu populacji czasteczek o duzych masach
czasteczkowych.

2) Spektroskopia mas ESI-MS, w ktorej metoda jonizacji jest elektrorozpylanie.

W obydwu metodach znacznie tatwiejsza byla analiza przy jonach negatywnych.
Obydwie zastosowane metody daty niezwykle zblizone wyniki - wykazaly obecnosé
dwoch gléwnych produktow o masie czasteczkowej 565 oraz 563 g/mol. Widma
otrzymane dla PRIPOLU 1009 przy wykorzystaniu powyzszych metod przedstawia
rysunek 6.3.5. Jon wykazujacy m/z 565.7 jest w petni uwodornionym PRIPOLEM 1009,
natomiast jon m/z 563.9 ze wzgledu na obecno$¢ wiazania podwojnego moze byc
pozostatloscia niecaltkowicie uwodornionego PRIPOLU 1098. Obserwowane przy
wyzszych stosunkach m/z sygnaty jonow pochodza od adduktéw z jonami sodu,

powstatych podczas badania.
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Przeprowadzona szczegdétowo analiza budowy chemicznej monomerdéw pozwolita
na ustalenie struktury kopolimeru PET/DLA (Rys. 6.3.6 a), jak i jego nanokompozytow
(Rys. 6.3.6 b,c). Analiza porownawcza widm pozwolita stwierdzi¢, ze nie zaobserwowano
znaczacych réznic w budowie chemicznej polimeréw, zaréwno wyjsciowych jak

1 zawierajacych nanoczastki.
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wag. TiO,
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Oprécz pikow opisanych wczesniej dla DLA, na widmach kopolimerow
1 kompozytow pojawiaja si¢ nastgpujace piki: przy 8,11 ppm obserwowany jest sygnat
pochodzacy od czterech réwnowaznych protondw w pierscieniu aromatycznym reszty
tereftalowej. Kolejna grupa 4 sygnatow (4,26- 4,70 ppm) pochodzi od grup metylenowych,
wystepujacych w glikolu etylenowym, zwiazanych w kopolimerze w rozny sposob.

Na podstawie wartosci zredukowanych intensywnosci, korzystajac ze wzordéw (1)

oraz (2) obliczy¢ mozna stopien polikondensacji segmentu sztywnego:

Zredukowana intensywnos$¢ dla protonu w pierScieniu aromatycznym oblicza si¢
nastepujaco: Ig11= 1,00:4= 0,25 oraz dla protonu dimeru kwasu linoleinowego I, 33=
0,83:4=0,2075

DP — |8,11 _ 0125

= =120 @
l,5 02075

Znajac warto$¢ DP mozliwe jest obliczenie wagowego udziatu segmentow:

DP-M .100% = 1,20-192

%W, = =
DP-M,, + M 1,20-192 + 592

-100% = 28% )

Wyliczenia stopnia polikondensacji na podstawie NMR oraz wagowej zawarto$ci
segmentow sztywnych przeprowadzono dla wszystkich materiatow, a zestawienie tych

wartos$ci przedstawia tabela 6.3.1.

Tab.6.3.1. Stopnie polikondensacji, wagowe udzialy segmentow sztywnych wyliczone na

podstawie widm *H NMR.

Uktady polimerowe DP %Wy 1233
PET/DLA 1,20 28 0,83
PET/DLA 0,1% wag. TiO; 1,11 26 0,91
PET/DLA 0,2% wag. TiO, 1,29 29 0,77
PET/DLA 0,4% wag. TiO; 1,19 28 0,84
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Uzyskane wyniki wskazuja na dobra zgodno$¢ zatozonego (teoretycznego,
1 wynoszacego 30% wag.) z uzyskanym (wyliczonym na podstawie NMR, wynoszacym od
28 do 29% wag.) udzialem segmentéw sztywnych w makroczasteczce tylko dla
nanokompozytéw zawierajacych 0,2 oraz 0,4 % wagowych TiO, i te materialy zostaty

poddane dalszym badaniom.

6.4. Wlasciwosci termiczne

Wplyw nanonapelniacza na wlasciwosci termiczne, a zwlaszcza przemiany
w obszarach segmentéw sztywnych i gigtkich zidentyfikowano metoda roznicowej
kalorymetrii skaningowej. Na rysunku 6.4.1 przedstawiono termogramy drugiego grzania
probek nanokompozytu zawierajacego TiO, w osnowie kopolimeru PET/DLA
w przedziale temperatur od -100+300°C. Charakterystycznym, wystepujacym w obszarze
niskich temperatur zjawiskiem, jest przejscie szkliste typowe dla segmentow gigtkich.
Warto$¢ temperatury zeszklenia, Tq1 w uktadach, jakimi sa kopolimery multiblokowe
silnie zalezy od udziatow wagowych blokéw, co dla ukladow PET/DLA o zmiennym
udziale PET do DLA w granicach od 30 do 90% wag. segmentdw sztywnych zostato
omowione w pracy [70].

Jak wynika z termogramow DSC (Rys. 6.4.1) dodatek nanonapetniacza nie wplywa
istotnie na zmiang warto$ci temperatury zeszklenia segmentow gigtkich, oraz zwigzana z ta
przemiang fazowa zmiang pojemnosci cieplnej, AC,. Obserwacja ta sugeruje, iz dodatek
nanonapetniacza, w odroznieniu do tradycyjnego mikro-napetniacza, nie powoduje
ograniczen w mikroruchach tancuchéw polimerowych, co zwykle skutkuje

podwyzszeniem Ty w obszarze segmentow gigtkich [118].
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Rys. 6.4.1 Termogramy DSC polimeru PET/DLA niemodyfikowanego oraz zawierajqcego
TiOs.

Zaobserwowano natomiast zmiany w przedziale temperatury topnienia. Dodatek
nanonapetniacza wptynat na podwyzszenie temperatury topnienia, przy jednoczesnym
obnizeniu entalpii towarzyszacej temu procesowi. Powszechnie wiadomo, iz nanoczastki
nukleuja krystalizacje [119, 120], co istotnie wptywa na proces krystalizacji oraz topnienia
modyfikowanych uktadow. W przypadku poli(tereftalanu etylenu) dziatanie nukleujace
zaobserwowano m.in. dla nanometrycznego CaCOs [121]. Skutkowalo to zaréwno
podniesieniem temperatury krystalizacji, jak 1 wyzszymi temperaturami topnienia. Istotne
roznice wystapity w przypadku nanoczastek, ktore w celu zwigkszenia kompatybilno$ci

z matryca polimerowa pokryte zostaly kwasem stearynowym (C18) [121].
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Zaobserwowane podwyzszenie temperatury topnienia nanokompozytow w osnowie
kopolimeru PET/DLA (Rys. 6.4.1) sugerowa¢ moze rowniez dobra dystrybucj¢
nanonapetniacza w matrycy polimerowej, podobnie jak w przypadku CaCOs, dzigki
otoczeniu czastek TiO, przez hydrofobowy monomer. Podwyzszenie Tmp przy
jednoczesnym obnizeniu entalpii topnienia sugeruje, iz TiO, nukleuje krystalizacjg
segmentow sztywnych w formie wigkszych krystalitow, przy jednoczes$nie mniejszej ich
objetosci. Obserwacje te potwierdzaja wartosci stopnia krystalicznosci obliczone na
podstawie wzoroéw (4) oraz (5), zestawione w tabeli 6.4.1.

Ciekawy do interpretacji wydat si¢ pik wystgpujacy przed endoterma topnienia
(rys.6.3.1). Poczatkowo interpretowany byl on jako zimna krystalizacja segmentu
sztywnego, gtownie ze wzgledu na czgste wystgpowanie tego zjawiska w przypadku
poli(tereftalanu etylenu) [122,123], tym bardziej iz nie zaobserwowano piku pochodzacego
od krystalizacji w trakcie chtodzenia probek podczas badania metoda DSC. Jednakze
stosunkowo maty efekt cieplny jak i bliskie potozenie w stosunku do procesu topnienia
sktonity do glebszej analizy tej przemiany. W tym celu przeprowadzono modulowana
analiz¢ DSC, technika TOPEM opracowana przez firmg Mettler-Toledo i wprowadzona na
rynek w 2005 roku [124], wykonujac badania dla materiatu zawierajacego 0,2% wag.
TiO,.  Technika DSC-TOPEM umozliwia rozdzielenie proceséw odwracalnych od
nieodwracalnych, nawet przy ich naktadaniu sig, a takze wyznaczenie quasi-Statycznej
pojemnosci cieplnej oraz utatwia rozroznienie efektéw zaleznych od czestotliwosci (np.
przejscie szkliste) od efektéw od niej niezaleznych. Rysunek 6.4.2 przedstawia wyniki

otrzymane dla badanego materiatu z zastosowaniem techniki TOPEM.
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Aexo 10093b TOPEM 5K/min heat flow 27.01.2010 11:25:20

Integral 23.76 mJ
normalized 2.81 Jg™-1

Meversing heat flow
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Onset 44.42°c ==
Midpoint 50.82°C

05
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Rys.6.4.2 Termogram DSC-TOPEM dla polimeru PET/DLA zawierajqcego 0,2 % wag.
TiO,

Otrzymane krzywe przy szybkosci grzania 5K/min przedstawiaja kolejno:
catkowity przeptyw ciepla (linia czarna), oraz rozdzielenie tego przeplywu na sktadnik
odwracalny (linia goérna niebieska) oraz nieodwracalny (linia czerwona). Krzywa
nieodwracalnego przeptywu ciepta wykazuje endotermiczny pik przy 60°C,
a odpowiadajacy mu wzrost pojemnosci cieplnej, Cp, obserwowany byt na krzywej
odwracalnego przeplywu ciepta. Efekt ten zinterpretowano jako przejscie szkliste
sztywnych segmentow poliestrowych oraz towarzyszaca mu entalpig relaksacji. W zakresie
wysokotemperaturowym na krzywej sktadnika nieodwracalnego, pomigdzy 90 1 190°C
zaobserwowany szeroki, staby pik egzotermiczny, ktéry mozna opisa¢ jako proces
krystalizacji segmentow sztywnych. Jak wida¢ na krzywej odwracalnego przeptywu ciepta,
w odpowiadajacym przedziale temperaturowym, wystepuje szeroki endotermiczny pik

zwiazany z odwracalnym topnieniem segmentow sztywnych. Na krzywej catkowitego

61



Wyniki i dyskusja

przepltywu ciepla, ze wzgledu na nakladanie si¢ efektow, widoczny jest jedynie staby

endotermiczny pik w omawianym przedziale temperaturowym.

Tab. 6.4.1 Wiasciwosci termiczne otrzymanych nanostrukturalnych uktadow polimerowych

Segmenty gigtkie Segmenty sztywne
Materiat
e Ta AC, Te | AHe | Tm | AHw | Wen | W
[°Cl [J/(g-°C)] [°Cl [J/g] [’C] [3/9] [%] [%]
PET/DLA -27,7 0,4481 o 140,5 8,368 19,9 59
&
PET/DLA 3
-27,4 0,4449 = 149,3 3,758 8,9 2,7
0.2 % wag. TiO, @
o
g
PET/DLA N
) -27,6 0,4439 “E’ 148,8 2,605 6,2 1,8
0.4 % wag. TiO,
PBT/DLA -53,9 0,3498 35 12,8 116,5 20,7 49,3 14,4
PBT/DLA
) -53,4 0,3690 33,2 12,7 130,4 13,0 30,9 9
0.2 % wag. TiO,
PBT/DLA
) -56,3 0,3564 31,8 12,6 125,5 16,1 38,3 11,2
0.4 % wag. TiO,

Tg, Tmi Tc — odpowiednio temperatura zeszklenia, topnienia, krystalizacji, aHn, aH., odpowiednio entalpia
topnienia, krystalizacji, ACp — pojemnosé¢ cieplna, Wey - zawartosci fazy krystalicznej w segmentach
sztywnych, W, - catkowita zawartosé fazy krystalicznej w polimerze

W celu zbadania wplywu osnowy polimerowej na wlasciwosci termiczne
nanokompozytow w osnowie z kopolimeréw multiblokowych otrzymano rowniez serig
nanomateriatow zawierajacych TiO, w matrycy kopolimeru poli(tereftalan butylenu)/
dimer kwasu dilinoleinowego (PBT/DLA). Zestawienie temperatur przejs$é
charakterystycznych dla tych uktadow przedstawiono w tabeli 6.4.1, natomiast przebiegi
termogramoéw chtodzenia (250+ -100°C) oraz drugiego grzania (-100 +250°C) obrazuje
rysunek 6.4.3. Pierwsza istotna rdznica pomiedzy seria kopolimerdw zawierajaca
w segmentach sztywnych jednostki powtarzalne poli(tereftalanu etylenu), a ta zawierajaca
jednostki poli(tereftalanu butylenu), jest wystgpowanie krystalizacji podczas etapu
chtodzenia w ukladach zawierajacych PBT (rys. 6.4.3 a). Zwiazane jest to z rozna

szybkoscia krystalizacji tych dwoch polimeréw termoplastycznych — powszechnie znany
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jest fakt, iz szybkos$¢ krystalizacji PBT jest wigksza niz w przypadku PET [125]. Dlatego
tez dla kopolimeru PBT/DLA, jak i jego nanokompozytéw zaobserwowano wyzsza
krystaliczno$¢ w obrgbie segmentow sztywnych, jak i calego kopolimeru (odpowiednio
wartosci Wcp, jak 1 W, w tabeli 6.4.1). Kolejne istotne roznice zaobserwowano
w przedziale niskotemperaturowym, charakterystycznym dla przejscia szklistego.
W przypadku kopolimeru PBT/DLA, jak i jego nanokompozytow zaobserwowane
temperatury zeszklenia znajduja si¢ w obszarze TgeripoL Charakterystycznej dla dimeru
kwasu linoleinowego (-55°C) — pomigdzy -56 a -53°C. Zwiazane jest to z innym
zachowaniem si¢ fazy amorficznej segmentow sztywnych PBT, niz ma to miejsce w
przypadku kopolimeréw zawierajacych jednostki powtarzalne PET. W przypadku uktadow
zawierajacych PBT, segmenty sztywne stanowia fizyczne wezty sieci w amorficznej fazie
gigtkiej tworzonej jedynie przez dimer kwasu dilinoleinowego, natomiast w przypadku
uktadow zawierajacych PET na fazg amorficzng sktada si¢ zaréwno DLA, jak i amorficzny
PET, o czym S$wiadcza warto$ci Ty mocno przesunigte wzgledem Tgpripor. Obecno$ée
nanoczastek, podobnie jak w uktadzie PET/DLA wplywa istotnie jedynie na temperaturg
krystalizacji, podnoszac ja o 12 deg w stosunku do niemodyfikowanego uktadu PBT/DLA,

przy jednoczesnym obnizeniu entalpii tego procesu.

a)

PBT/DLA

PBT/DLAO,2 % wag. TiO,

PBT/DLAO,4 % wag. TiO,

Exo
Tc2
Tc2
TCZ
l I I T I I
-100 -50 0 50 100 150 200 250

Temperatura ['C]
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b)

PBT/DLA
PBT/DLA 0,2 % wag. TiO,
PBT/DLA 0,4 % wag. TiO,

| T 1 T T 1
-100 -50 0 50 100 150 200 250
Temperatura ['C]

Rys.6.4.3 Termogramy DSC dla niemodyfikowanego polimeru PBT/DLA oraz
zawierajqcych TiO,

Inne zmiany wlasciwosci termicznych zaobserwowano w przypadku ukladéw
modyfikowanych niskoczasteczkowymi hydroksykwasami. Tabela 6.4.1 przedstawia
wplyw rodzaju uzytego kwasu na wlasciwosci termiczne.

Wprowadzenie na etapie polikondensacji niskoczasteczkowych kwasow —
jablkowego oraz winowego — istotnie wplyngto na wlasciwosci termicznego wyjsciowego
uktadu. Pomimo stosunkowo wysokich temperatur topnienia kwasow jabtkowego (143°C)
oraz winowego (221°C), we wszystkich uktadach zaobserwowano obnizenie temperatury
topnienia, a takze entalpii towarzyszacej temu procesowi. Brak dodatkowych pikow
w obszarze topnienia niskoczasteczkowych kwasow §wiadczy¢ moze o przylaczeniu sig
czasteczek do obecnych w procesie polikondensacji oligomerow bishydroksyetylenowych
lub tez o zachodzeniu reakcji z monomerem alifatycznym, o czym $wiadczy¢ moga

zmiany w temperaturach zeszklenia. Przyktadowe termogramy omawianych uktadow
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przedstawia rysunek 6.3.4. Obnizenie Ty wskazuje na wigksza ruchliwos¢ tancuchow
polimerowych, a takze prawdopodobnie powstawanie struktur rozgatezionych, w ktérych

makroczasteczki sa ze soba powiazane stabszymi oddziatywaniami.

Tab. 6.4.1 Wyniki badan termicznych uktadu PET/DLA modyfikowanego hydroksykwasami

Segment gigtki Segment sztywny

Materiat To1 AC, Tz AHpp

[’Cl | Di(g°C)] [°C] [J/g]

PET/DLA -27,7 0,4481 140,5 8,368
PET/DLA

1% wag. kwasu -36,8 0,4114 124,7 2,436
jabtkowego
PET/DLA

2'5% wag. kwasu '16,5 0,5699 138,8 3,595
jabtkowego
PET/DLA

1% wag. kwasu '37,8 0,4371 112,7 5,317
winowego
PET/DLA

2,5% wag. kwasu -34,9 0,4568 113,5 5,603
winowego
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PET/DLA
PET/DLA + 2,5% wag. kwasu winowego
PET/DLA + 2,5% wag. kwasu jabtkowego

4—————— Ex0

100 -50 0 50 100 150 200 250 300
Temperatura (°C)

Rys.6.4.3 Termogramy DSC dla wybranych uktadow PET/DLA modyfikowanych

niskoczgsteczkowymi kwasami

6.5 Dynamiczna analiza termomechniczna (DMTA)

W celu identyfikacji 1 potwierdzenia obecno$ci przemian zaobserwowanych
w badaniu ro6znicowej kalorymetrii skaningowej dla probek modyfikowanych
nanokrystalicznym tlenkiem tytanu, przeprowadzono badania dynamicznej analizy
termomechanicznej, ktéra dodatkowo dostarcza informacji na temat procesOw
relaksacyjnych zachodzacych podczas przechodzenia od stanu zeszklonego to stopionego
w funkcji temperatury.

Rysunek 6.5.1 przedstawia kolejno zestawienie przebiegu zmian modutu
zachowawczego, E’(a), modutu stratno$ci, E” (b) oraz tangensa kata stratno$ci, tan & (C) w
funkcji temperatury. W pierwszym przedziale temperaturowym od -100 do -40°C jak
réwniez w drugim przedziale (-40+-20°C) zwiazanym z przej$ciem ze stanu szklistego
w lepkosprezysty, co przejawia si¢ obnizeniem modulu E’, wszystkie polimery
charakteryzuja si¢ jednakowym przebiegiem. W miar¢ wzrostu temperatury obserwuje si¢
wystepowanie charakterystycznego plateau modutu zachowawczego, ktére obejmuje trzeci

przedzial temperaturowy od -20 do 40°C. Nastgpnie wyr6zni¢ mozna niewielki przedziat
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temperaturowy 40+60°C, ktory zwiazany jest z przejsciem szklistym poli(tereftalanu
etylenu). W kolejnym zakresie temperaturowym od 65 do 140°C zaréwno dla kopolimeru
oraz jego nanokompozytow obserwowany jest spadek modutu, a moment ich przegigcia
okresla koniec zakres temperaturowego stosowania tych materialow (koniec plateaux

modutu E’). Nanokompozyty zawierajace TiO, wykazuja nieco szerszy zakres moduiu
zachowawczego (Rys. 6.5.1 a).

a)
0 - ——— PET/DLA
o EERDEI R Resaeeses PET/DLA 0,2 % wag. TiO,
...................... PET/DLA 0’4 % Wag. T102
s_ .............................................................................
‘©
o,
T I
S T
— ', %
. 3
N i i 6 ..., ‘1-‘---
2 |-|-|-|-|-|-|-|-|-|-|-|-I|
-120 -100 30 -60 40 -20 0 20 40 60 80 100 120 140
b)
10 1 = PET/DLA
--------- PET/DLA 0,2 % wag. TiO,
...................... PET/DLA 0,4 %a wag. Tio2

Log E” [Pa]

2 T T
-120 -100 80 -60 40 20 0 20

40 60 80 100 120 140
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c)
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Rys. 6.5.1 Analiza DMTA kopolimeru PET/DLA oraz nanokmpozytow

Na krzywej modutu stratnosci E” (rys. 6.5.1 b) oraz tangensa kata stratno$ci, tan 6
(rys. 6.5.1 ¢) widoczne jest maksimum zwiazane z temperaturg zeszklenia fazy amorficzne;j
DLA. Dodatkowo na wykresie tan & wystgpuje maksimum o’ odpowiadajace temperaturze
zeszklenia segmentu sztywnego PET. O korzystnym dziataniu nanonapeiiacza jako
wzmocnienia matrycy polimerowej $wiadcza wyzsze wartosci modutu E’ oraz E”
w zakresie temperaturowym 65-140°C. Szczegotowe omowienie wpltywu nanonapetniacza

na wlasciwos$ci mechaniczne przedstawione zostato w podrozdziale 6.6.

6.6 Wplyw udziatu nanonapelniacza na wtasciwosci mechaniczne

Przeprowadzone badania statycznego rozciagania pozwolily oceni¢ wplyw
nanonapelniacza na napre¢zenie zrywajace, oy, naprezenie przy granicy plastycznosci, oe
a takze wydluzenie wzgledne przy zerwaniu, g. W przypadku kompozytow
z mikronapetiaczami wiadome jest, iz takie parametry jak np. modut Younga sa zalezne
od objetosci napelniacza, jego ksztattu i rozmieszczania, a takze oddzialywan w obszarze

migdzyfazy polimer — napelniacz [126]. Teza ta zaktada jednoczesnie, iz whasciwosci

68



Wyniki i dyskusja

mechaniczne i ich zmiany zwiazane z wprowadzeniem napeitniacza nie zaleza od jego

wielkosci. Ze wzgledu jednak na coraz szersze stosowanie nanonapetniaczy, wpltyw

wielkosci czastek stat si¢ kluczowym aspektem w zrozumieniu efektu nanowzmocnienia.

W  otrzymanym uktadzie PET/DLA zaobserwowano silny wptyw dodatku

napetniacza na wtasciwosci mechaniczne. Rysunek 6.6.1 przedstawia wykres naprezenie-

odksztalcenie dla materiatu wyj$ciowego oraz modyfikowanego 0,2 i 0,4% wag. TiOs.

naprezenie [1MFPa]

8= PET/DLA
PET/DL A 0,2% wag. TiOy
PET/DL A 04% wag. TiO,

6

4=

2.

ﬁ L] L] " ] " ] " 1

0 200 400 o0 800

Odkesetalcenie [%0]

Rys. 6.6.1 Krzywe naprezenie-wydtuzenie dla uktadow modyfikowanych TiO;

Jak wida¢ na zamieszczonym powyzej rysunku, dodatek nanonapelniacza wptynat istotnie

na wydluzenie przy zerwaniu, a takze naprgzenie zrywajace. Szczegdtowe wartosci tych

parametréw przedstawiono w tabeli 6.6.1. Dodatkowo przedstawiono réwniez warto$ci

okreslonych parametréw, dla materiatow zawierajacych 0,1 oraz 0,6% wagowych

nanonapetniacza, z ktorych jasno wynika, ze wlasciwosci tych materialdw znacznie

odbiegaja od parametrow uzyskanych dla polimeréw zawierajacych 0,2 1 0,4 % wag. TiO».
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Tab.6.6.1 Wartosci parametréw mechanicznych kopolimeru PET/DLA modyfikowanego
TiO,

o
E r
Materiaty mod or & P Zy‘
(MPa) (MPa) (%) odksztatceniu 50 %
(MPa)
PET/DLA 5,6 £0,32 39+0,5 354+ 77 1,97 £ 0,04
PET/DLA 0,1% wag. TiO, 7,8 +0,47 33+04 427+ 72 1,77 £ 0,05
PET/DLA 0,2% wag. TiO, | 14,24 +0,32 6,1 £04 611+ 80 1,98 £ 0,05
PET/DLA 0,4% wag. TiO, | 14,45+0,45 6,1+0,3 636 £ 51 1,97 £0,03
PET/DLA 0,6% wag. TiO, 9,11+0,12 1,4+£0,3 167 + 54 0,97+ 0,02

Emnos — modut Young’a, o, - naprezenie zrywajace, G, - napre¢zenie przy granicy plastycznoscei, g -

wydhuzenie wzgledne przy zerwaniu,

Zaobserwowany wzrost naprgzenia jak i odksztalcenia przy zerwaniu potwierdzit
wystgpowanie zjawiska nanowzmocnienia, szczegdlnie przy zawartos$ci 0,2 oraz 0,4 %
wagowych TiO,. Zwiazane jest to uzyskiwaniem dobrej dyspersji napetniacza w matrycy
polimerowej. Dla uktadu zawierajacego maksymalna testowang ilos¢ TiO, (0,6% wag.),
wlasciwosci wytrzymatosciowe uleglty pogorszeniu ze wzglgdu na tworzenie si¢ duzej
ilosci aglomeratow, ktore obserwowane byly juz przy zawartosci 0,4% wagowych.
Wynikalo to gltownie z faktu, i1z hydrofilowy napelniacz dyspergowany byl
w hydrofobowym monomerze, a takze ze stosunkowo duzej powierzchni wiasciwej
nanonapetniacza (50 = 15 mz/g), ze wzgledu na ktora, po przekroczeniu krytycznego
udzialu wagowego, oddziatywania migdzy czastkami powodowaty ich wzajemne
przyciaganie si¢. Z kolei dla najnizszego udzialu wagowego napelniacza efekt
wzmocnienia nie byl tak silny, ze wzgledy na wytworzenie relatywnie mniejszej
migdzyfazy na granicy napetniacz-polimer.

Nalezy jednoczes$nie stwierdzi¢, iz charakterystyka mechaniczna otrzymanych
nanokompozytow odpowiada wymaganiom, jakie stawiane sa materiatom majacym stuzy¢
rekonstrukcji  tkanek migkkich [88]. Wartosciami odpowiadaja one naturalnie
wystgpujacym widéknom kolagenowym, kilkakrotnie przewyzszaja modut Young’a
charakterystyczny dla mig$nia sercowego, co pozwala rozpatrywa¢ je jako potencjalne

materialy wspierajace ,,mechanicznie” uszkodzone obszary serca.
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6.7 Wplyw udziau nanonapelniacza na morfologie nanokompozytow polimerowych
Przeprowadzone obserwacje na skaningowym mikroskopie elektronowym,

wykazaty roznorodno$¢ powierzchni materialdw polimerowych po wprowadzeniu

nanonapetniacza, rys. 6.7.1.

Rys. 6.7.1 Morfologia powierzchni probek: a) PET/DLA, b) PET/DLA 0,2 % wag. TiO, )
PET/DLA 0,4% wag. TiO,, powigkszenie 3000x

Dla materialow zawierajacych tlenek tytanu zaobserwowano na powierzchni,
oprocz specyficznych wypuklosci, takze struktury przypominajace swa budowa sferolity,
bedace efektem procesow krystalizacji (zotte strzatki, rys. 6.7.1 b) . W celu potwierdzenia,
iz zaobserwowane na powierzchni wypuklo$ci nie powstaly np. podczas procesu napylania

lub nie sa efektem nagromadzenia nanonapelniacza, w probce zawierajacej 0,2 % wag
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TiO, wykonano przekrdj przy uzyciu skaningowego mikroskopu jonowego (FIB —
Focused lon Beam). Dzigki zogniskowanej wiazce jonow o grubosci ok. 6 nm otrzymano
przekroj probki zaprezentowany na rys. 6.7.2, a sprzg¢zona z mikroskopem spektroskopia
mas jonéw wtdrnych pozwolita zanalizowa¢ sktad poszczegdlnych warstw, wérdd ktorych
oznaczone zostalo napylone ztoto oraz wegiel pochodzacy z matrycy polimerowej. Nie

mozliwe byto natomiast okre§lenie miejsc wystgpowania nanometrycznego tlenku tytanu.

warstwa ztota

matryca polimerowa

Mag et Tilt Scan HFW pA
50.0 kX| CDM-I | 45.0° | H6.34s | 6.08 um| 32.0

Rys.6.7.2 Przekroj przez probke PET/DLA 0,2 % wag. TiO; otrzymany dzieki zastosowaniu

skaningowego mikroskopu jonowego (FIB)

Wizualizacja rozproszenia nanoczastek w matrycy polimerowej mozliwa byla przy
zastosowaniu  transmisyjnej  mikroskopii  elektronowej,  ktora  jest  jedna
z najpopularniejszych metod analizy nanomaterialdow 1 rozproszenia nanonapetniaczy
w osnowie [127]. Zaprezentowane na rysunku 6.7.3 zdjecia pozwolity mi oceni¢ wielko$¢
czastek znajdujacych si¢ w matrycy polimerowej oraz dzigki przystawce EDX potwierdzi¢
obecno$¢ TiO,.

Przedstawione zdjgcia wskazuja, iz w wigkszo$ci czastki napelniacza wystepuja

w postaci aglomeratow, ktorych maksymalne rozmiary siggaja ok. 0,75 pm. llo$¢
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aglomeratow wrasta wraz z udziatem TiO;. Z doniesien literaturowych dotyczacych tlenku
tytanu, ktory stosowatam w swojej pracy (produkt Aeroxide P25, Evonik-Degussa)
wynika, iz ten komercyjny produkt w postaci biatego proszku sktada sig¢ gltownie
z agregatow pojedynczych czastek TiO,, ktore nawet w procesie obrobki ultradzwigkami
nie ulegaja rozbiciu do wielkosci pierwotnych czastek (ok. 20 nm) [128, 129]. Dodatkowo
zaobserwowano zjawisko reaglomeracji, przy dluzszym dziataniu ultradzwigkow,
prawdopodobnie na skutek wystgpujacej na powierzchni czastek TiO; erozji. Zjawisko to
nie bylo tak gwaltowne w momencie, gdy do wodnego roztworu TiO, dodano kwasu
azotowego lub wodorotlenku amonu, ktére utatwialy utrzymanie potencjatu zeta, {, na
poziomie warto$ci sprzyjajacych odpychaniu si¢ czastek (|{> 30 mV), a nie ich
aglomeracji (€ bliskie zeru).
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d)

Rys.6.7.3 Obrazy TEM dla probek: a) PET/DLA, b) PET/DLA 0,2 % wag. TiO,, Wraz z
powigkszeniem wybranego obszaru, C) analiza EDX potwierdzajqca obecnosé TiO,, d)

aglomerat, przy 0,4% wag. napetniacza

W badaniach innych autoréw s$rodkiem wplywajacym na zmiang wilasciwosci
elektrostatycznych wodnych zawiesin TiO, byta s6l NasP,O7 [130]. W swojej pracy nie
stosowalam zadnego $rodka zmieniajacego wiasciwosci elektrostatyczne osrodka
dyspergujacego, tj. DLA, dlatego tez w matrycy polimerowej obecne byly zaréwno
aglomeraty, jak 1 agregaty czastek TiO,.

Obserwacje z uzyciem mikroskopu sit atomowych (AFM) przeprowadzone na
materiatach otrzymanych metoda powlekania wirowego, nie wykazaly obecno$ci
aglomeratow nanonapelniacza. Rysunek 6.7.4 przedstawia obrazy powierzchni probek oraz
odpowiadajace im obrazy fazowe. Jak wida¢ na zamieszczonych zdjgciach, w obydwu
przypadkach widoczna jest lamelarna struktura fazowa, z segmentami sztywnymi
rozproszonymi w amorficznych obszarach segmentow gigtkich, przy czym dla jednakowe;j
skali powigkszenia 1 pm, w przypadku polimeru z nanonapelniaczem lamelarne struktury
odpowiadajace segmentom sztywnym sa dluzsze. Podobna morfologia lamelarna
(fibrylarna) zostala zaobserwowana przez Krijgsman 1 in. dla elastomerow
termoplastycznych zbudowanych z blokow sztywnych T6T6T6-dimetylu (2,5 jednostki
powtarzalnej Nylonu-6,T) oraz dwoch rodzajow amorficznych blokéw gietkich - PTMO
lub PTMO przedtuzonego DMT [131]. Wynika z tego, iz lamelarna morfologia jest typowa
dla kopolimerow blokowych, ktorych krystaliczny blok jest pochodna kwasu

tereftalowego. Zaznaczy¢ jednoczes$nie nalezy, ze zarbwno w moim materiale badawczym,
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jak 1 przytoczonym ze zrodla literaturowego, udzial wagowy segmentu zawierajacego
reszty tereftalowe byl niski, przy wyzszym udziale nalezy si¢ spodziewaé struktury

o wigkszym uporzadkowaniu, zblizonej do struktury sferolityczne;.

a) b)

0 1um 0 1um
c) d)

0 1pm 0 1pm
Rys.6.7.4 Obrazy AFM powierzchni probek: a)powierzchnia PET/DLA, b) obraz fazowy

PET/DLA, c) powierzchnia probki PET/DLA 0,2 %wag. TiO, i odpowiadajaqcy jej obraz
fazowy (d)
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6.8. Degradacja hydrolityczna uktadow nanostrukturalnych
6.8.1. Degradacja krotkoterminowa

Przeprowadzenie krétkoterminowego testu w roztworze SBF miato gtéwnie na celu
sprawdzenie bioaktywnosci TiO,, a tym samym zdolno$ci do indukowania procesu
wytracania si¢ bioaktywnej (nieorganicznej) warstwy na powierzchni materiatlow
polimerowych. Przeprowadzone po 21 dniach obserwacje na skaningowym mikroskopie
elektronowym potaczonym z spektrometrem rentgenowskim z dyspersja energii (rys.

6.8.1.1), nie wykazaly obecnos$ci wsrod wytraconych na powierzchni soli zwiazkéw

bedacych pochodnymi hydroksyapatytu.
a)

- " 5 K I = . * s = WWW
Mag= 100KX [y Wos i Pt o, 5084 Trew 4esn 0 1 2 3 4 5
3 3 Full Scale 1254 cts Cursor: 0.000 keY

Rys. 6.8.1.1 Morfologia probek po 21 inkubacji w SBF: a) PET/DLA, b) PET/DLA 0,4
%wag. TiOy, ¢) krysztat NaCl wytrqcony na powierzchni PET/DLA 0,4 %wag TiO, i d)

analiza EDX potwierdzajqca jego budowe
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Obserwacje te sg rozne od doniesien literaturowych [133, 134], gdyz w zarowno w
przypadku stosowania amorficznego poli(D,L-laktydu), jak i kopolimeru poli(D,L-laktyd-
glikolid), dodatek TiO, indukowat wytracanie hydroksyapatytu juz po 14 dniach inkubacji
w SBF. Nalezy jednak zauwazy¢, ze najnizszy udzial wagowy napelniacza wynosit 5 %
wagowych, a najwyzszy 20% wagowych, co ponad dziesigciokrotnie przewyzsza ilos$¢
nanonapeltniacza uzytego w przeprowadzonych przeze mnie badaniach.

Bioaktywne dziatanie tlenku tytanu zostalo zaobserwowane dla analogicznych
uktadow nanokompozytowych zawierajacych jako segmenty sztywne poli(tereftalan
butylenu) (PBT), przy tym samym ich udziale wagowym (30 % wag.). Rysunek 6.8.1.2
przedstawia morfologi¢ tych probek wraz z potwierdzeniem obecno$ci soli wapnia.
Z powyzszych obserwacji wynika, iz bioaktywne dziatanie TiO, przy nizszych
zawartosciach (0,2-0,4 %wag.) jest mozliwe w przypadku matrycy polimerowe;j
charakteryzujacej si¢ wyzsza krystalicznoscia, natomiast w przypadku polimerow
amorficznych lub zbudowanych z kopolimerow o wigkszej ilosci fazy amorficznej, do
bioaktywnego dziatania TiO; (rozumianego jako zdolno$¢ wytracania hydroksyapatytu
z roztworu SBF) wymagana jest jego wyzsza zawarto$¢.

Opisana w pracy autorki [135] inhibicja procesu kalcyfikacji w przypadku
kopolimerow PET/DLA zawierajacych nanometryczny tlenek tytanu pozwolita
zakwalifikowaé te materiaty do dalszych badan, majacych na celu zbadanie ich

przydatnosci do zastosowan w inzynierii tkankowej, zwtaszcza tkanek migkkich.

a) b)

T
0 1 2 3 4 <
Full Scale 1254 cts Cursor: 0.000 ke

! 9um 1 Electron Image 1

Rys. 6.8.1.2 Morfologia probek po 21 inkubacji w SBF: a) PBT/IDLA 0,2 %wag. TiO2, b)

analiza EDX potwierdzajqca obecnosé¢ soli wapnia
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na powierzchni,

obecnosci  nanonapelniacza chropowatos¢

Wpltyw
charakteryzowana przez parametr rms (root-meen-square), probek otrzymanych metoda
prasowania przed i po inkubacji w roztworze SBF przedstawia tabela 6.8.1.1. Szczeg6lna
uwage nalezy zwroci¢ na fakt, ze wzrost chropowatosci wyrazony parametrem rms dla
nanokompozytu zawierajacego 0,2% wag. TiO, w stosunku do kopolimeru PET/DLA
wzrost o ponad 100% (z 0,519 na 1,088), co — jak wynika z prac Webstera [84, 144] —

moze mie¢ duze znaczenie na procesy proliferacji komorek.

Tab. 6.8.8.1 Parametr rms dla kopolimerow oraz ich nanokompozytéow przed i po inkubacji

w SBF

PET/DLA | PET/DLA PBT/DLA | PBT/DLA
PET/DLA | 0,2% 0,4 % PBT/DLA | 0,2% 0,4 %
wag TiO, | wag TiO; wag TiO, | wag TiO;
rms przed
0,519 1,088 0,677 0,714 1,127 0,883
inkubacja
+0,138 +0,185 + 0,204 +0,213 + 0,700 + 0,489
[nm]
rms po
) 5 1,626 1,335 0,972 1,000 1,333 0,921
inkubacji
+0,119 + 0,282 +0,079 +0,329 + 0,958 +0,474
[nm]
Ro6znica w
parametrze 1,107 0,247 0,295 0,287 0,206 0,038
rms

Jak wynika z zaprezentowanej tabeli, najwigksza rdznica w szorstkosci powierzchni

przed i po inkubacji zostala zaobserwowana dla niemodyfikowanego uktadu PET/DLA,
najmniejsza natomiast dla uktadu PBT/DLA zawierajacego 0,4 % wag. TiO,. Sugerowac
to moze, iz stosunkowo ,,gtadka” powierzchnia kopolimeru PET/DLA, sprzyjata osadzaniu
si¢ soli pochodzacych z roztworu SBF 1 wytworzeniu zrdéznicowanej pod wzgledem
chropowato$ci warstwy, natomiast w przypadku kopolimerow zawierajacych tlenek tytanu,
wytracajaca si¢ warstwa wyrdwnywala powierzchni¢ nanokompozytow, co ilustruja

zdjecia SEM probek przed i po degradacji (rys. 6.8.1.3).
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EHT = 20.00 kV Signal A = SE. Date

16 Aug 2006
Photo No. = 5997  Time 15:05:30
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Mag= 1.00KX |—| WD= 17 mm Photo Mo. = 5890  Time :14:51:21
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Rys. 6.8.1.3 Morfologia probek przed i po 21 inkubacji w SBF: a, b) PET/DLA, c, d)
PET/DLA 0,2 %wag. TiO,

6.8.2. Degradacja dlugoterminowa

Przeprowadzony test degradacji dlugoterminowej, trwajacy 26 tygodni (ponad 6
miesigcy) pozwolit na poznanie mechanizmu degradacji alifatyczno-aromatycznych
poliestrow oraz ich nanokompozytow zawierajacych TiO,. Przedstawiony ponizej wykres
(rys. 6.8.2.1) ilustruje wplyw nanonapeiniacza na absorpcj¢ roztworu degradacyjnego (w
tym przypadku PBS).
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20
_ bez TiO,

1811 1100,2 % wag. TiO,
16 | EEEH 0,4 % wag. TiO,

14
12

10 +

absorpcja [%]

Y il

T
4 10 16 22 26
tydziefi

Rys. 6.8.2.1 Absorpcja roztworu degradacyjnego w kolejnych tygodniach testu

Najwyzsza warto$¢ absorpcji  w przypadku materialu  niezawierajacego
nanonapetniacza, moze wynikac z faktu, iz jedynie amorficzna faza jest przepuszczalna dla
wody [136], tak wigc obecnos$¢ napetniacza — wptywajaca na budowe fazy amorficznej
kopolimeréw — moze dziata¢ stabilizujaco na tego typu, w wigkszosci amorficzne, uklady
polimerowe. Potwierdzenie tej hipotezy mozna znalez¢ w badaniach budowy chemicznej
kopolimeru 1 jego kompozytow po teScie degradacji. Rysunek 6.8.2.2 przedstawia widma
w podczerwieni wykonane po 26 tygodniach degradacji hydrolitycznej. Poréwnujac widma
po degradacji z tymi otrzymanymi przed degradacja, istotne zmiany w budowie zachodza
w zakresie liczb falowych 3200 — 3600 cm™ — pojawia sig szerokie pasmo, ktore przypisac
nalezy grupom hydroksylowym, ktorych ilos¢ zwigksza si¢ w tancuchu polimerowym,
zgodnie z zaprezentowanym na rysunku 2.2.1.1 schematem hydrolizy poliestrow. Inne
roznice pojawiaja sic w przypadku pasma przy liczbie falowej 1576 cm™, ktéremu
przypisywany jest sygnat pochodzacy od wiazan C-H, obecnych w pier§cieniu
aromatycznym. Zwigkszenie intensywnosci tego pasma wynika prawdopodobnie z faktu,
iz degradacja przebiega glownie w obszarach amorficznych, przez co fragmenty

fancuchow sztywnych wykazuja bardziej intensywne sygnaly.
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Rys. 6.8.2.2 Widmo W podczerwieni dla uktadu PET/DLA przed oraz po degradacji w PBS.

Biorac pod uwage fakt niewielkiej absorpcji roztworu degradacyjnego, jak rowniez
niewielkiego ubytku masy probek oraz niezmienionej ich geometrii podczas procesu
degradacji, wnioskowa¢ mozna, iz przebiega on wedlug schematu degradacji ,,w masie’

(rys. 6.8.2.3 a), a nie erozji powierzchniowej (b).

00 Q
&ga

@ o o .

Rys.6.8.2.3 Schemat procesu degradacji: a) w masie; b) erozja powierzchniowa

b)
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Dodatkowo fakt ten potwierdza zaobserwowany spadek ci¢zaroOw czasteczkowych
— dla kopolimeru nie zawierajacego nano-TiO, spadek ten wynosi 67% w stosunku do
wartosci poczatkowej, natomiast dla kompozytu zawierajacego 0,2 % wag. TiO, spadek
jest najmniejszy i wynosi 41%. Wykres obrazujacy zmiang ci¢zarow czasteczkowych
przedstawia rysunek 6.8.2.4. Wysokie warto$ci cigzaréw czasteczkowych polimerdéw
zawierajacych nano-TiO, zawiazane sa z obecnos$cia nanonapetniacza w analizowanych
roztworach. Zastosowana procedura przygotowywania probek, obejmujaca etap
oczyszczania roztworu polimeru przy uzyciu filtra o wielkosci porow 0,45 um, nie
pozwolila na usunig¢cie nanoczastek z roztworu. Dlatego tez zaobserwowane zmiany
wagowo $rednich cigzarow czasteczkowych nanokompozytow interpretowano jakosciowo,
a roznice w M, przed i po degradacji potwierdzaja wczesniejsze obserwacje, iz
nanonapetniacz stanowi specyficzny rodzaj ,,stabilizatora” dla matrycy polimerowe;j,
obnizajac zdolno$¢ materiatu polimerowego do chtonigcia wody, a tym samym zmieniajac

jego podatnos$¢ na degradacje hydrolityczna.

100000 - —&— przed degradacja
1 —e— po degradacji
90000

80000 -
70000 -
60000 ]

= 50000 ]
40000 ]
30000 —

20000 —

10000

udzial wagowy TiO,

Rys.6.8.2.4 Zmiany wagowo Sredniego ciezaru czgsteczkowego w wyniku degradacji

hydrolitycznej
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Obserwacje zmian zachodzacych podczas degradacji hydrolitycznej sugerujace
zachodzenie degradacji w masie probki, a nie tylko na jej powierzchni, dobrze koreluja
z warto$ciami kata zwilzania, mierzonego metoda stawiania kropli. Dla kopolimeru
PET/DLA bez napelniacza wynosi on 96°, natomiast dla kompozytow nano-TiO; ok. 92 —
93°. Obserwowana hydrofobowo$¢ zwiazana jest gléwnie z natura monomeru DLA,
bedacego pochodna wyzszych kwasow tluszczowych. Dlatego tez podatno$¢ na hydroliz¢
w ten sposob modyfikowanego poli(tereftalanu etylenu) jest znacznie mniejsza niz
w przypadku modyfikacji odpadowego PET lub produktow jego glikolizy poli(kwasem
mlekowym) metoda roztworowa [137] lub stopowa [138], nawet po modyfikacji

hydrofilowym napetniaczem, jakim jest prezentowany w niniejszej pracy nano-TiOs.

Zmiany wlasciwosci termicznych

Zaobserwowane zmiany w budowie chemicznej kopolimeréw modyfikowanych
nanonapetniaczem przelozyly si¢ na zmiany wiasciwosci termicznych kompozytow.
Dotyczyly one zar6wno przemian termicznych charakterystycznych dla segmentoéw
sztywnych jak i gigtkich. Graficzna ilustracja tych zmian zostata przedstawiona na rysunku
6.8.2.5. Znaczny spadek temperatury zeszklenia zwigzany jest przede wszystkim z
wczesniej juz opisanym zjawiskiem ltatwiejszej penetracji roztworu degradacyjnego w
obszarach amorficznych. Obnizenie Ty, wystgpujace na jednakowym poziomie zaro6wno
dla kopolimeru PET/DLA, jak 1 nanokompozytéw, w ktorych stanowi osnowg, sugeruje
zwigkszenie zdolnosci tancuchéw polimerowych do mikro-ruchow. Dodatkowo
przesunigcie temperatur w kierunku nizszych zakresow — charakterystycznych dla
monomeru DLA — $wiadczy, o zaburzeniach w strukturze fazy amorficznej, gtownie
wywolanych oddziatywaniem z obszarami amorficznymi pochodzacymi od jednostek
powtarzalnych PET. Zmiany w temperaturach topnienia nie sa juz tak silne, 1 wystepuja
réwniez w zblizonym zakresie temperaturowym po 26 tygodniach degradacji, przy czym
najwigkszy spadek temperatury zaobserwowany zostat dla uktadu zawierajacego 0,4 %

wag. TiOs.
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Rys.6.8.2.5 Zmiany w wyniku degradacji w obszarze a) temperatury zeszklenia, b)

temperatury topnienia
Analiza produktow degradacji

Dopetnieniem badan proceséw degradacyjnych byta proba identyfikacji produktéw
degradacji znajdujacych si¢ w roztworze, przy jednoczesnym $ledzeniu zmian pH roztworu
degradacyjnego, jakim byta woda. Pomiary pH, ktéorych wyniki przedstawia rysunek
6.8.2.6, $wiadczace o zakwaszaniu $rodowiska degradacyjnego sugerowaé moga, iz
wigkszo$¢ z produktow degradacji ma charakter kwasowy, szczegélnie w przypadku

polimerow modyfikowanych niskoczasteczkowymi kwasami.

84



Wyniki i dyskusja

—&— niemodyfikowany

—— 0,2 % wag. TiO2
9,0 —A—0,4% wag.TiO,,
—¥— 2,5 % wag. kwasu jabkowego
] —<4— 1 % wag. kwasu jablkowego
8,0 L —»— 1 % wag. kwasu winowego
| —4&— 2,5 % wag. kwasu winowego

8,54

7,54
7,04

6,5 -

pH

6,0 4
5,54
5,04

4,5 -

4,0 T T T T T T T T T T T 1

tydzien

Rys.6.8.2.6 ~ Zmiany @ pH  roztworu  degradacyjnego  w  zaleznosci  od
modyfikatora(hydrofilowych nanoczqstek lub niskoczqsteczkowych kwasow
karboksylowych)

Przeprowadzona wstepna analiza produktow degradacji uktadu
niemodyfikowanego, a takze zawierajacego 0,2% wag. TiO,, nie wykazata jednoznacznie
obecnosci konkretnych produktow degradacji. Z budowy chemicznej otrzymanych
uktadow polimerowych wynika, iz produktami degradacji powinny by¢ pochodne dimeru
kwasu linoleinowego 1/ lub tereftalowego. Ponadto zwiazki tych dwoéch kwasow
poszukiwane byly w pierwsze] kolejnosci ze wzgledu na tatwos$¢ jonizacji wiazania
karboksylowego. Jednakze, jak przedstawia to rys. 6.8.2.7a otrzymano widma,
o nienajlepszym rozdzieleniu jondw m/z w calym analizowanym zakresie. Dodatkowe
widma pozytywne w zakresie mas 100-500 nie pozwolily jednoznacznie okresli¢
pochodnych kwasow tereftalowego — zaobserwowany zostat bardzo maty sygnat przy m/z
166, jednakze nie moze by¢ uznany za reprezentatywny. Nie bez znaczenia pozostaje fakt,
iz w tej metodzie, identyfikacji podlegaja gtownie zwiazki rozpuszczalne w wodzie, stad
tez — majac na uwadze bardzo staba rozpuszczalno$¢ poszczegdlnych monomerow
(z wyjatkiem glikolu etylenowego) oraz ich pochodnych, detekcja zwiazkow ta metoda jest

znacznie utrudniona.
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Rys. 6.8.2.7 Widma ESI-MS: a) widmo negatywne w calym analizowanym zakresie, D)

widmo pozytywne w zakresie mas 100-500
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Zmiany wlasciwosci mechanicznych

Zmiany wlasciwosci mechanicznych  obserwowane podczas degradacji
hydrolitycznej, zaleza glownie od skladu chemicznego materialu poddanego temu
procesowi. Jak juz wczesniej wspomniano, duzo tatwiejszy dostgp wody — jako czynnika
degradujacego — wystgpuje w obszarach amorficznych materiatow polimerowych, dlatego
tez odpowiedni dobér monomeréw, jak 1 ich udzialéw wagowych w przypadku
kopolimeréw stanowi dobre narzedzie kontroli podatnosci na degradacja, a tym samym
zmian wiasciwosci mechanicznych [139, 140]. Na rysunku 6.8.2.8 przedstawiono zmiany
naprezenia oraz odksztatcenia do zerwania, w miarg postgpu degradacji hydrolitycznej. Na
podstawie otrzymanych wykreséw zaobserwowa¢ mozna, iz koncowa warto$¢ napre¢zenia
do zerwania (rys. 6.8.2.8 a) oraz odksztalcenia do zerwania spada dla wszystkich
materiatdw o okoto 50%, przy czym najwyzsza wartoscia € charakteryzuje si¢ uktad
zawierajacy 0,2 % wag. TiO,. Wytlumaczenie tego typu zmian nalezy wigzad
z omOwionymi wczesniej zmianami temperatur, szczegdlnie w obszarze temperatur przejs$é
szklistych (Tg). Obnizenie temperatury zeszklenia — jak poprzednio stwierdzono —
Swiadczy o zwigkszeniu ruchliwo$ci makroczasteczek, to z kolei jest wynikiem
powstawania wigkszej ilosci rozgalezionych (wolno ,,wiszacych”) fancuchéw, na skutek
rozerwania wiazan estrowych w obszarach fazy amorficznej. W zwiazku z tym, zZe nie
zaobserwowano ubytkéw masy dla badanych materialow, nalezy przyjac, iz rozpad
hydrolityczny jest bardzo powolny, a jesli tancuchy zostaty rozerwane to sa one

,»uwigzione” 1 unieruchomione przez nanonapeiniacz.
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Rys. 6.8.2.8 Ocena wiasciwosci mechanicznych materiatow poddanych dlugoterminowej
degradacji: a) zmiany naprezenia do zerwanmia oy, b) zmiany odksztalcenia przy

zerwaniu, &
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6.9. Ocena biozgodnosci w testach komérkowych in vitro i in vivo

Jednym z wazniejszych celow pracy bylo zbadanie mozliwosci zastosowania nowych,
nanostrukturalnych materiatow polimerowych zawierajacych nanokrystaliczny ditlenek
tytanu do zastosowan biomedycznych, zwlaszcza w inzynierii tkanek migkkich. Dlatego
tez przeprowadzono kompleksowa oceng biozgodno$ci na poziomie testow komoérkowych

in vitro oraz testow implantacyjnych (in vivo).

6.9.1 Testy biozgodnosci komorkowej in vitro

Testy przeprowadzone z udzialem mysich fibroblastow wykazaly, iz zaréwno
kopolimer PET/DLA, jak i jego nanokompozyt zawierajacy 0,2 % wagowych TiO;
sprzyjal namnazaniu mysich fibroblastow. Jak wynika z rysunku 6.9.1.1, zard6wno na
powierzchni  kopolimeru PET/DLA, jak i nanokompozytu z osnowa PET/DLA,
zaobserwowano zwigkszenie liczby komoérek w stosunku do wartosci poczatkowe;.
Jednakze nalezy zauwazy¢, iz statystycznie istotna (p<0.05) nizsza liczba komorek zostata
zliczona na powierzchni materiatdéw pokrytych zelatyna (sprzyjajaca adhezji komorek), niz
polistyrenu jako préby kontrolnej. Porownujac proliferacje komoérek w obrgbie badanych
materiatow, nanokompozyt wykazuje lepsze wilasciwosci jako podtoze dla wzrostu
fibroblastow. Zwiazane jest to z kilkoma czynnikami: w pierwsze] kolejnosci ze
sztywnoscia materiatu. Obserwacje wczesniejszych badaczy wykazaty, iz fibroblasty
chetniej namnazaja si¢ na sztywniejszych materiatach [141, 142]. Biorac pod uwage
wyniki badan mechanicznych przedstawione we wczesniejszym rozdziale (6.6)
wprowadzenie nanokrystalicznego TiO, istotnie polepszyto wytrzymato$¢ mechaniczna
kopolimeru PET/DLA, a tym samym ich sztywnos¢ ulegla poprawie. Podobnie wyniki
mechaniczne po degradacji (rys. 6.8.2.8) wykazaty wigksza stabilno$¢ nanokompozytow,
poprzez mniejsze zmiany odksztalcenia przy zerwaniu w pordéwnaniu do kopolimeru

PET/DLA.
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Rys. 6.9.1.1 Procentowy wzrost ilosci komorek na powierzchni materiatow pokrytych
zelatynq i bez zelatyny a) polistyren b) PET/DLA c) PET/DLA 0,2% wag. TiO,. * p<0.05,
**p<0.01. (N/No)x100 procentowy wzrost ilosci komorek: N- catkowita ilos¢ komorek, No-
wyjsciowa liczba komorek

Wskaznikiem $miertelnosci komodrek w przeprowadzonym eksperymencie byt
cytoplazmatyczny enzym — dehydrogenaza mleczanowa (LDH), ktora jest wydzielana do
srodowiska hodowli, w momencie utraty spojnosci btony komorkowej. Jak
zaprezentowano na wykresie 6.9.1.2, uwalniana ilos¢ LDH wzrastala przez caty okres
eksperymentu. Nie zaobserwowano wplywu procesu pokrywania powierzchni zelatyna na
$miertelnos¢ komorek. Co najwazniejsze, w przypadku kompozytu nano-TiO; nie wystapit
wzrost $miertelnosci komorek, co $wiadczyé moze o braku toksycznego wptywu
nanoczastek znajdujacych si¢ w osnowie elastomeru termoplastycznego na przezywalnos¢

1 proliferacje komorek.
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Rys. 6.9.1.2 Poziom uwalnianej LDH w kolejnych dniach eksperymentu z komorek
osadzonych na: a) polimerach niepokrytych Zelatynq, b) polimerach pokrytych zelatynq

W celu bardziej precyzyjnego okreslenia wplywu materialu na przezywalnosé
komorek, dokonano przeliczenia ilo$ci uwolnionego LDH w stosunku do komorek
znajdujacych si¢ na powierzchni w okreslonym dniu. Na podstawie tych obliczen
otrzymano wykres przedstawiony na rysunku 6.9.1.3. Pokazuje on, iz w obrgbie
testowanych materiatow nanokompozyt stanowi lepsze podtoze dla komorek fibroblastow,
niz niemodyfikowany PET/DLA, przy czym obydwa materialy charakteryzuja sig

wyzszymi warto$ciami LDH w odniesieniu do polistyrenu.

91



Wyniki i dyskusja

3- I rokryte zelatyng
[ bez zelatyny
o
g 2+
g
@®
o)
3
I 1-
=)
_I |:-‘
o_jﬁ I
polistyren PET/DLA PET/DLA

0,2% wag. TiO,

Rys. 6.9.1.3 Uwalnianie LDH przez komorki pomiedzy 4 a 6 dniem eksperymentu

uwzgledniajqce ilos¢ komorek w dniu 4

Kolejnym, istotnym czynnikiem wptywajacym na adhezj¢ i proliferacj¢ komorek
jest powierzchnia biomateriatu. Istotno$¢ morfologii powierzchni, a takze jej
nanostruktury/nanotopografii w odniesieniu do caltkowitej ilosci namnozonych komorek,
syntezy biatek, a takze adhezji komorek migsni gladkich omoéwiona byta obszernie przez
innych badaczy [143, 144].

Wptyw morfologii powierzchni na procesy adhezji, a takze rozplaszczania sig
komorek zostal doskonale zobrazowany w doswiadczeniu przeprowadzonym z udziatem
mysich oraz ludzkich embrionalnych komoérek macierzystych. Na rysunkach 6.9.1.4-
6.9.1.6 przedstawiono zdjecia ze skaningowego mikroskopu elektronowego dla

poszczegblnych grup komorek.
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Rys.6.9.1.4 Zdjecia SEM mysich embrionalnych komorek macierzystych na podtozu
PET/DLA pokrytym 0,1% roztworem zelatyny: a) powiekszenie x 500, b) powiekszenie x
3000

Rys.6.8.1.5 Zdjecie SEM ludzkich embrionalnych komorek macierzystych na podiozu
PET/DLA pokrytym 0,5% roztworem Zelatyny
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Rys. 6.9.1.6 Morfologia ludzkich embrionalnych komorek macierzystych na podfozu
PET/DLA 0,2% wag. TiO, pokryty 0,5% roztworem zelatyny

Zaréwno mysie jak i1 ludzkie embrionalne komorki macierzyste wykazywatly
adhezj¢ 1 rozptaszczaly si¢ na powierzchni testowanych materiatdow, z ta uwaga iz
hydrofobowy kopolimer PET/DLA wymagal wczesniej naniesienia co najmniej 0,1%
roztworu zelatyny, Niemniej jednak widoczne sa roznice pomigdzy materialem nie
zawierajacym TiO,, a tym modyfikowanym nanokrystalicznym tlenkiem tytanu. W drugim
przypadku widoczne sa lepiej wyksztalcone lamellipodia 1 filopodia, zwigkszajace
powierzchni¢ kontaktu z nanokompozytem, a takze pomigdzy komodrkami. Jak juz
wczesniej wspomniano wynika¢ to moze ze zwigkszonej szorstkosci powierzchni
powodowanej obecnoscig sferolitow, a takze z nieco wigkszej hydrofilowosci
zaobserwowanej dla nanokompozytow. Zar6wno metoda tensometryczna, jak i kroplowa
potwierdzity obnizanie warto$ci kata zwilzania wraz ze wzrostem zawarto$ci

hydrofilowego nanonapetniacza (rys. 6.9.1.7).
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Rys. 6.9.1.7 Wartosci kqta zwilzania otrzymane metoda tensometrycznq: Oa- kqt
wstepujqacy, Os- kqt zstepujqcy

Innym czynnikiem powodujacym zaréwno wigksze namnozenie fibroblastow, jak
i lepsza adhezjg embrionalnych komoérek macierzystych, jest bioaktywne dziatanie ditlenku
tytanu, szczegélnie w stosunku do komorek bedacych sktadnikami tkanki kostnej [145-
147].

Otrzymane wyniki testow in vitro wykazaly silny wptyw morfologii powierzchni
na proliferacj¢ komorek, jednocze$nie mniejsze uwalnianie dehydrogenazy mleczanowej
w przypadku materialu zawierajacego nano-TiO, co $wiadczy o braku toksycznego
dziatania tego materialu na komorki fibroblastow. Szczegotowe badania cytotoksycznosci
TiO, w kierunku oddziatywania na kardiomiocyty opisana zostata w pracy doktorskiej
H. Jawad [148]. Wszystkie testy prowadzone byly w wodnych roztworach TiO»,
otrzymanych w wyniku dyspergowania ultradzwigkami. Przeprowadzono analizy majace
na celu okreslenie wielko$ci agregatow, szybkosci sedymentacji nanoczastek w mediach
do hodowli fibroblastow, ludzkich komorek embrionalnych, a takze roztworu Krebsa-
Henseleita (roztwor zawierajacy nieorganiczne sole o wysokiej sile jonowej). Wykazano,
iz zwigkszanie stgzenia czastek TiO, w roztworach do hodowli komérkowych nie

powoduje statystycznie istotnego wzrostu ilosci aglomeratow, prawdopodobnie przez
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obecnos¢ albumin, stabilizujacych sity jonowe roztworéw. Dokonano rowniez stosownych
obliczen, w ktérych wykazano, iz w warunkach statycznej hodowli, przy wymianie
medium hodowlanego, stezenie TiO, wynosi mniej niz 10 ppm, co biorac pod uwage
wczesniej przedstawione wyniki dotyczace degradacji dlugoterminowej, pozwala
stwierdzi¢, 1z obecny w materiale TiO, bedzie uwalniany stopniowo, a jego stg¢zenie

utrzymywac si¢ bedzie na bardzo niskim poziomie.

6.9.2 Testy biozgodnosci komorkowej in vivo

Jak opisano w pracy [149] badania in vivo materiatow zawierajacych nano- TiO;
W osnowie materiatu elastomerowego przeprowadzono w okresie 12 tygodni. Wszystkie
zwierzeta poddane implantacji przetrwaly okresu obserwacji (brak zmian w zachowaniu
zwierzat, wygladzie lub aktywnosci). Co wazniejsze nie zaobserwowano zmian tkanek
migkkich wokoét wszczepow. Rysunek 6.9.2.1 przedstawia otoczke wtoknista powstata od
strony implantu o stosunkowo cienkich S$ciankach, nie zawierajaca ptynu. W ocenie
jako$ciowej otoczka sktadata si¢ gtownie z fibroblastow, matej ilosci histiocytow a takze
pojedynczych komorek olbrzymich, co §wiadczy¢ moze o nieprzewleklej, niespecyficznej
reakcji zapalnej (podobna zmiang zaobserwowano w przypadku silikonowych implantow).
Wykazywata ona grubo$¢ ok. 0,2 mm, widoczna byta réwniez jej kolagenizacja. Podobne
obserwacje w zakresie grubosci otoczki i jej sktadu opisano dla materialow zawierajacych
poli(tereftalan butylenu) jako segment sztywny, ktore to materialy testowane byly pod
katem zastosowania jako tymczasowe protezy S$ciggien [150]. Zmiany w budowie
komorek byty minimalne, bez cech wskazujacych na martwicg zwiazana z kontaktem z
materialem polimerowym. Materiaty zawierajace TiO,, jak roéwniez niemodyfikowany
elastomer termoplastyczny, wykazaly dobra biozgodno$¢, bez negatywnych skutkow
biologicznych. Tlo$ciowa charakterystyke sktadu otoczki tacznotkankowej wokot implantu

przedstawiono w tabeli 6.9.2.1.
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Tab.6.9.2.1 Sktad otoczki lqcznotkankowej wokol implantu

material typ komorek
) Eozyno makrofagi/ . ]
neutrofile ] o limfocyty | fibroblasty kolagen
file histiocyty

PET/DLA brak - + ++ +++ +++
PET/DLA

. brak brak + ++ ++ 4 o+ F

0,2% wag. TiO,

Legenda: (-)- pojedyncze komorki, (+)- niewielki udzial, (+ +)- umiarkowany udziat; (+ + +)- wysoki udziat

Rys.6.9.2.1 Zdjecia pokazujqce wycinki tkanki miesniowej wokot implantu: a) PET/DLA

0,2% wag. TiO,, b) komercyjny silikon jakosci medycznej

Zbadano réwniez wplyw nanostrukturalnych materiatbw na morfologi¢
hepatocytow W watrobie szczura, ktore to badanie pozwala posrednio oceni¢ toksyczno$é
materiatu polimerowego [151, 152]. U wszystkich zwierzat, zaobserwowano typowa
strukture zrazikowy zyt centralnych, naczyn zasilajacych oraz kanalikow zotciowych (rys.
6.8.9.2). Wystepowaly rowniez nieliczne nacieki miazszu, skladajace si¢ glownie
z limfocytow 1 neutrofiléw a takze eozynofilow wokot zyl centralnych i drobnych zyt
pokarmowych. Najwazniejsze, ze nie zaobserwowano martwicy komoérek hepatocytow
1 zachowaly one prawidlowa strukture zrazikowa, tak w przypadku polimeru

zawierajacego TiO,, jak i elastomeru silikonowego o medycznej jakosci. (rys. 6.8.9.2 b).
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Jadra komoérek watroby nie wykazaly zadnych oznak nieprawidlowej budowy
histologicznej. Brak oddzialywania elastomeru zawierajacego TiO, na tkanki i struktureg

watroby sugeruje dobra biozgodno$¢ materiatu i wskazuje na duzy potencjat tego materiatu

w zastosowaniu dla inzynierii tkanek migkkich.

Rys.6.9.2.3 Struktura watroby szczuréw po implantacji: a) nnaokompozytu PET/DLA 0,2

% wag. TiOy, b) komercyjnego silikonu o jakosci medycznej

6.10 Mozliwosci zastosowania nanostrukturalnych materialéow w iniynierii tkanek

miekkich

W celu sprawdzenia przydatnosci nowych materiatdw w technikach medycznych, a
zwlaszcza w inzynierii tkankowej migsnia sercowego, przeprowadzony zostat w National
Heart & Lung Institute w Londynie, UK, eksperyment ex-vivo [147] z udzialem
materialdw nanostrukturalnych opracowanych w ramach niniejszej rozprawy. Biorac pod
uwage uzyskane wlasciwosci wytrzymatosci mechanicznej (zaréwno przed jak i1 po
procesie degradacji) materiatu zawierajacego 0,2% wag. nanonapetniacza zaproponowano
wykorzystanie tego materiatu jako tatki nasercowej, ktora miataby spetniaé role nie tylko
podloza dla wzrostu i1 roéznicowania si¢ embrionalnych komorek macierzystych do
dojrzatych kardiomiocytow, lecz rowniez mechanicznego wzmocnienia blizny po zawale
serca. Przeprowadzony eksperyment polegal na przyszyciu tatek polimerowych do
wyizolowanego szczurzego serca, poddawanego perfuzji w uktadzie Langendorffa [147].

Poniewaz w do$wiadczeniu wykorzystano zdrowe narzady, badano jedynie wptyw
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nanokompozytu na zywy migsien sercowy, bez analizy jego dzialania terapeutycznego.
Z testu tego wyciagnigto nastepujace wnioski: (1) material zawierajacy ditlenek tytanu nie
zaburzyl kurczliwej pracy serca, (2) dodatek nanonapelniczna poprawit porgcznosé
chirurgiczna materialu - umozliwiajac prawidtowe przyszycie tatki nasercowej bez jej
uszkodzenia, co miato miejsce w przypadku kopolimeru PET/DLA niezawierajacego TiOa.
Wyniki te moga stanowi¢ podstawe do stwierdzenia, ze nanostrukturalny materiat
polimerowy opracowany w niniejszej pracy jest niezwykle obiecujacy dla inzynierii tkanek

mig$nia sercowego.
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7. Whnioski

Podsumowujac przedstawione wyniki nalezy stwierdzi¢, ze otrzymano nowe
multiblokowe kopoli(estro-estry) w procesie transestryfikacji i polikondensacji w stopie.
Wprowadzenie do ich struktury nanokrystalicznego ditlenku tytanu wptyneto istotnie na
wigkszos¢ wiasciwosci  fizyko-chemicznych, zwigkszajac warto$¢ granicznej liczby
lepko$ciowej oraz temperatury topnienia. Przeprowadzono rowniez proby modyfikacji
wyjéciowego uktadu PET/DLA niskoczasteczkowymi hydroksydikwasami, w celu
polepszenia kontroli nad procesami degradacji hydrolitycznej.

Okreslono strukturg¢ chemiczng nowych ukladéw potwierdzajac zalozony wczesniej
schemat budowy chemicznej kopolimeréw multiblokowych oraz zawartos¢ segmentow
sztywnych. Badania DSC i DMTA potwierdzity strukturg¢ fazowa charakterystyczna dla
elastomerow termoplastycznych. Analiza DSC pozwolita rowniez stwierdzi¢, iz obecno$¢
nanonapetniacza zaburza procesy krystalizacji segmentow sztywnych, co przejawialo si¢
obnizeniem entalpii topnienia oraz zawarto$ci fazy krystalicznej w kopolimerach
modyfikowanych nano- TiOs.

Testy statycznego rozciagania potwierdzity wystgpowanie zjawiska nanowzmocnienia
w wyniku dodatku 0,2 oraz 0,4 % wagowych TiO,, zaréwno przed jak i po tescie
dlugotrwatej degradacji hydrolitycznej. Tym samym potwierdzity dziatanie stabilizujace
nanonapeltniacza dla elastomerow termoplastycznych, jako osno6w nanokompozytow.

Zastosowane techniki elektronowej mikroskopii skaningowej i transmisyjnej
pozwolily oceni¢ morfologi¢ probek otrzymanych metoda stopowa, a takze rozmieszczenie
nano-TiO, w osnowie kopolimeru. Znaczne zwigkszenie parametru chropowatosci
powierzchni, rms, dla nanokompozytéw okazato si¢ by¢ szczegdlnie waznym parametrem
w testach biozgodnosci in vitro.

Przeprowadzone badania degradacji krotko- oraz dlugoterminowej wykazaly
stabilizujace dzialanie ditlenku tytanu w osnowie elastomeru termoplastycznego, poprzez
specyficzne oddzialywanie na zmiany zachodzace w fazie amorficzne; segmentow
gietkich, co stwierdzono na podstawie wynikéw DSC. Dodatek niskoczasteczkowych
hydroksykwasow, spowodowal wigksza podatno$¢ materiatow na degradacjg
hydrolityczna, zakwaszajac tym samym Srodowisko (obnizajac pH roztworu

degradacyjnego) w sposob podobny do komercyjnie dostgpnych poli(a-estrow).
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Whioski

Wplyw s$rodowiska degradacji diugoterminowej (PBS) na zmiany wilasciwosci
mechanicznych wskazuje na stopniowa 1 powolna degradacje, podczas ktorej zaro6wno
naprezenie do zerwania, jak i odksztatcenia spada o ok. 50%.

Do wazniejszych wynikow poznawczych pracy nalezy otrzymanie nowych
biozgodnych materiatéw polimerowych, z ktorych zwlaszcza materialty zawierajace
nanometryczny ditlenek tytanu charakteryzuja si¢ doskonala biozgodnoscia in vitro i in
vivo. Wiasciwosci mechaniczne, ktore ulegaja znaczacej poprawie wytrzymatoSci
odpowiadaja, a nawet sa lepsze od wlasciwosci tkanek migkkich, w tym mig$nia
sercowego, co pozwolito na zaplanowanie oraz przeprowadzenie testow na modelu
zwierzecym, gdzie wykazano mozliwo$¢ wykorzystania otrzymanych materiatow w
inzynierii tkankowej migénia sercowego. Wprowadzenie nano-TiO, do osnowy
z elastomeru termoplastycznego stanowito doskonaty rodzaj modyfikacji fizycznej, istotnie
wptywajacej nie tylko polepszona biozgodnos$¢ komorkowa oraz tkankowa, ale rowniez na

stabilno$¢ mechaniczna poprawiajaca m.in. poreczno$¢ chirurgiczna.
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Abstrakt

Abstract

A new multiblock copoly(ester-esters) and their nanocomposites containing
titanium dioxide (TiO2) nanoparticles were prepared in the process of transesterification
and polycondensation in the melt. Nanocrystalline titanium dioxide most significantly
influenced the physico-chemical properties, increasing the limiting viscosity number and
the melting temperature. Modification of the initial PET/DLA copolymer with
hydroxydicaroxylic low molecular weight acids was also performed in order to improve
control over the processes of hydrolytic degradation.

The 'H NMR analysis confirmed the hard segments content and the multiblock
structure, what is in good agreement with DSC and DMTA studies, and what also
confirmed the phase structure characteristic for thermoplastic elastomers. DSC analysis
also showed that the presence of nanofillers influence the crystallization processes of hard
segments, as manifested by lowering the melting enthalpy and crystalline phase content in
the copolymers modified with nano-TiO,.

Mechanical static tests confirmed the presence of nanoreinforcement phenomenon,
for nanocomposites containing 0.2 and 0.4 wt% TiO,, both before and after the long-term
hydrolytic degradation studies. Thus confirmed the stabilizing effect of nanofillers in
thermoplastic elastomers matrix. Scanning and transmission electron microscopy allowed
to evaluate the morphology of nanostructured materials as well as distribution of nano-
TiO; in the copolymer matrix. A significant increase in surface roughness parameters, rms,
for the nanocomposites appeared to be particularly important in the biocompatibility tests
in vitro.
The short-and long-term degradation studies of stabilizing effect of titanium dioxide on
thermoplastic elastomer matrix was evidenced by the DSC measurements where specific
effects on changes in the amorphous phase of soft segments was observed. Addition of low
molecular hydroxy acids led to higher susceptibility of materials to hydrolytic degradation,
thereby acidifying the environment (lowering the pH of the solution) similar to
commercially available poly (o-esters).

The most important result of the thesis is high biocompatibility of these new
polymeric materials, especially materials containing titanium dioxide. They showed
excellent biocompatibility in vitro and in vivo. The mechanical properties, which are

significantly improved are better than the properties of soft tissues including heart muscle,
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allowed for planning and carrying out the tests in animal models, which demonstrated the
possibility to use the obtained materials in tissue-engineered heart muscle. The
introduction of nano-TiO, to the matrix of the thermoplastic elastomer is a promising type
of physical modification, affecting not only significantly improved cellular and tissue
biocompatibility, but also improved the mechanical stability and surgical handiness of

nanostructured materials.
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