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OSWIADCZENIE
Autor rozprawy doktorskiej: Pawet Szarlej

Ja, nizej podpisany(a), o§wiadczam, iz jestem §wiadomy(a), ze zgodnie z przepisem art. 27 ust. 11 2
ustawy z dnia 4 lutego 1994 r. o prawie autorskim i prawach pokrewnych (t.j. Dz.U. z 2021 poz. 1062),
uczelnia moze korzysta¢ z mojej rozprawy doktorskiej zatytulowanej: Polimerowe systemy uwalniania
substancji aktywnych

do prowadzenia badan naukowych lub w celach dydaktycznych.*

Swiadomy(a) odpowiedzialnosci karnej z tytuty naruszenia przepisow ustawy z dnia 4 lutego 1994 r. 0
prawie autorskim i prawach pokrewnych i konsekwencji dyscyplinarnych okreslonych w ustawie Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2021.478 t.j.), a takze odpowiedzialno$ci cywilno-prawnej
oswiadczam, ze przedkladana rozprawa doktorska zostala napisana przeze mnie samodzielnie.

Oswiadczam, ze tre$¢ rozprawy opracowana zostata na podstawie wynikdéw badan prowadzonych pod
kierunkiem i w $cistej wspotpracy z promotorem <promotor>, drugim promotorem <drugi promotor>,
promotorem pomocniczym <promotor pomocniczy>, kopromotorem <kopromotor>*.

Niniejsza rozprawa doktorska nie byla wcze$niej podstawa zadnej innej urzgdowej procedury zwigzanej z
nadaniem stopnia doktora.

Wszystkie informacje umieszczone w ww. rozprawie uzyskane ze zrodel pisanych
i elektronicznych, zostaly udokumentowane w wykazie literatury odpowiednimi odno$nikami, zgodnie z
przepisem art. 34 ustawy o prawie autorskim i prawach pokrewnych.

Potwierdzam zgodno$¢ niniejszej wersji pracy doktorskiej z zalaczona wersja elektroniczna.

GAansk, dNia . ————————————————
podpis doktoranta

Ja, nizej podpisany(a), wyrazam zgode¢/nie wyrazam zgody* na umieszczenie ww. rozprawy doktorskiej
w wersji elektronicznej w otwartym, cyfrowym repozytorium instytucjonalnym Politechniki Gdanskiej.

GAansk, ANia ..o s
podpis doktoranta

*niepotrzebne usung¢

L Art. 27. 1. Instytucje o$wiatowe oraz podmioty, o ktérych mowa w art. 7 ust. 1 pkt 1, 2 i 4-8 ustawy z dnia 20 lipca

2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, mogg na potrzeby zilustrowania tresci przekazywanych w celach
dydaktycznych lub w celu prowadzenia dziatalnosci naukowej korzysta¢ z rozpowszechnionych utworéw w oryginale i
w ttumaczeniu oraz zwielokrotniaé w tym celu rozpowszechnione drobne utwory lub fragmenty wigkszych utworéw.
2. W przypadku publicznego udostepniania utworéw w taki sposob, aby kazdy mogt mie¢ do nich dostep w miejscu i
czasie przez siebie wybranym korzystanie, o ktérym mowa w ust. 1, jest dozwolone wytacznie dla ograniczonego
kregu oséb uczacych sie, nauczajgcych lub prowadzacych badania naukowe, zidentyfikowanych przez podmioty
wymienione w ust. 1.
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uwagi na zaprojektowanie, otrzymanie i charakterystyke nowatorskich kompozytowych
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functions, the type of materials used to produce them, as well as the constantly increasing
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applications of dressings. In the experimental part, hybrid absorption layers were designed
and obtained, and they were characterized in terms of assessing their mechanical,
structural, chemical, absorption properties, ability to release pharmaceutical substances,
and antibacterial activity. The obtained composite dressings with selected absorbent layers
were assessed for their impact on human cells, which confirmed their overall safety.
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WYKAZ WAZNIEJSZYCH SKROTOW I 0OZNACZEN

AM - technologie addytywne

AMI — siarczan (VI) amikacyny

ASCs — komorki macierzyste tkanki thuszczowej

BAC — kopolimer chityny octowo — mastowej

BOR — tetraboran sodu

CAD - projektowanie wspomagane komputerowo

Cipro — chlorowodorek cyprofloksacyny

CLHSs — hydrozele typu A zmodyfikowane cyprofloksacyng
CPMs — kompozytowe matryce porowate

CR — uwalnianie skumulowane
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DNF — dyfuzja nie — Fickowska

dp— gestos¢ hydrozelu w stanie uwodnionym

dp — ggstos¢ uwodnionego hydrozelu

DQF — dyfuzja quasi — Ficka

ds — gestosé rozpuszczalnika

E — modut Younga

EC — etyloceluloza

ECM — macierz zewnatrzkomorkowa

EDX — spektroskopia rentgenowska z dyspersja energii
ELSD — detekcja rozproszenia $§wiatrta laserowego

EVA — octan etylenowinylu

FDM — warstwowe osadzanie stapianego materiatu
F-HALSs — hybrydowe warstwy absorpcyjne uwalniajace cyprofloksacyne
FTIR — spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fourier’ a
H — zawarto$¢ wody wolnej

HA — hydroksyapatyt

HME — wyttaczanie na goraco

HPC — hydroksypropyloceluloza
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HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa
IPLC — chromatografia tworzenia par jonowych

K — stata kinetyczna procesu pgcznienia hydrozelu
Kj — stata kinetyki pgcznienia pierwszego rzedu
Kz — stata kinetyki pecznienia drugiego rzedu

Kk — stata kinetyki pgcznienia modelu Korsmeyera — Peppasa
LAA — kwas L — askorbinowy

LB — pozywka Luria — Bertani

Mo — masa poczatkowa

Mo — masa poczatkowa uwodnionego hydrozelu
Mo — masa suchego hydrozelu przed badaniem

m; — masa wysuszonego hydrozelu

M, — masa uwodnionego hydrozelu

My — masa suchego hydrozelu

M. — $rednia masa czasteczkowa miedzy weztami sieci
MeOH — metanol

m; — masa po degradacji

MJ — natryskiwanie materiatu w postaci kropel
MMC — celuloza mikrokrystaliczna

M; — masa spe¢cznialego hydrozelu w czasie (t)

n — parametr dyfuzyjny

NFPA — kwas nonafluoropentanowy

P — porowatos¢

PAA — poliakryloamid

PBS — sdl fizjologiczna buforowana fosforanami
PCL — poli(e-kaprolakton)

PEG — glikol polietylenowy

pHEMA - poli(metakrylan 2-hydroksyetylu)

PLA — polilaktyd

PUR — poliuretan

PVA — poli(alkohol winylowy)

PVP — poli(winylopirolidon)
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Jc— gestos¢ usieciowania

SC/PL — odlewanie z roztworu z wymywaniem porogenu
SEM - skaningowa mikroskopia elektronowa

SLA — stereolitografia

SLS — selektywne spiekanie laserowe

t—czas

TCP — fosforan triwapniowy

TE — inzynieria tkankowa

TEC cytrynian trietylu

TIPS — termicznie indukowana separacja faz

TPU — termoplastyczny poliuretan

Tsg— wytrzymatosc na rozcigganie

UnMHs — hydrozele typu A niezmodyfikowane cyprofloksacyng
V — obj¢tos¢ etanolu

V,s— objetosciowa frakcja polimeru w hydrozelu

Vs — molowa frakcja wody

W — pecznienie

W — pecznienie w czasie (t)

Weq— pecznienie rOwnowagowe

ZOI — strefa zahamowania wzrostu

AHp, — entalpia topnienia

AM — ubytek masy

¢ — wydluzenie przy zerwaniu

gp — wydhuzenie trwate

U — objetos$¢ wlasciwa hydrozelu w stanie uwodnionym

y — parametr oddziatywania rozpuszczalnika z siecig polimerowa
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WSTEP

Tematyka prezentowanej pracy doktorskiej dotyczy polimerowych systemow
uwalniania substancji aktywnych (DDSs, ang. Drug delivery systems), ze szczeg6lnym
ukierunkowaniem na zaprojektowanie, otrzymanie i charakterystyke nowatorskich
kompozytowych opatrunkow uwalniajacych substancje aktywne.

Mianem DDSs okre$la sie szereg rozwigzan ukierunkowanego i kontrolowanego
uwalniania lekow poprzez modyfikacje ich wilasciwosci farmakokinetycznych oraz
farmakodynamicznych [1]. Warto doda¢, ze dzigki temu systemy kontrolowanego
uwalniania daja mozliwos¢ doboru optymalnej szybkos$ci, kinetyki oraz miejsca
docelowego uwalniania substancji aktywnej, co stanowi duzg zalet¢ w poréwnaniu
do konwencjonalnych form podawania leku [2]. Odpowiednia metoda produkcji
systemOw uwalniania pozwala na uzyskanie lekow o przedtuzonym, opo6znionym,
pulsacyjnym badz przyspieszonym uwalnianiu. Gtownym celem stosowania lekéw
o zmodyfikowanym uwalnianiu jest uzyskanie korzysci terapeutycznych, niemozliwych
do osiggniecia przy zastosowaniu konwencjonalnej postaci leku, m.n. utrzymywanie
stalego stezenia substancji aktywnej] w krwi czy dostarczenie jej do konkretnego
miejsca [3].

Warto$¢ wspotczesnego rynku opatrunkow w skali $wiatowej w 2023 roku
oszacowano na ok. 19,4 mld $, z czego ok. 7 mld $ stanowi rynek opatrunkdéw
tradycyjnych, a okoto 8 mld $ rynek opatrunkow zaawansowanych [4]. Tylko ok. 1,2
min $ stanowi warto$¢ rynku opatrunkow aktywnych (0,01 % wartosci catego rynku
opatrunkéw). Pomimo tak ogromnego rozmiaru rynku opatrunkéw i nadzwyczajnej
réznorodno$ci dostgpnych handlowo produktéw, rynek ten stale si¢ rozwija.
Podstawowym czynnikiem napedzajacym rozwoj jest cel otrzymania opatrunku
»idealnego”, ktory taczy w sobie rozne funkcje takie jak: utrzymywanie wilgotnego
srodowiska gojenia si¢ rany, usuwanie wysicku z rany, tatwa aplikacja i bezpolesna
wymiana, wypelnianie rany w sposob uniemozliwiajacy uszkodzenie tkanek
otaczajacych uraz, umozliwienie wymiany gazow mig¢dzy rang a $rodowiskiem, oraz
ochrona przed bakteriami [5]. Wielofunkcyjnos$¢ opatrunkéw jest stosunkowo nowym
podej$ciem, zapoczatkowanym w latach 80 XX w., kiedy zmienita si¢ koncepcja

dotyczaca srodowiska gojenia si¢ rany. Zaczgto odchodzi¢ od opatrunkéw starego typu

13
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jak np. gazy, ktére osuszaly tozysko rany na rzecz nowoczes$niejszych rozwigzan
zapewniajacych wilgotne $rodowisko gojenia i pochtanianie wysieku (hydrokoloidy,
pianki poliuretanowe, alginiany, hydrozele) [6].

Do najpopularniejszych polimerowych DDSs nalez.in.in. nanoczastki, micele,
liposomy czy hydrozele [7]. Ponadto DDSs wykazuja takze wysoki potencjat do
zastosowan w inzynierii tkankowej (TE, ang. Tissue Engineering). Do najbardziej
znanych systemow tego typu naleza m. in. rusztowania tkankowe [8], a takze rdznego
typu opatrunki polimerowe, stosowane w celu regeneracji uszkodzonej tkanki skoérnej

[9]. Tym ostatnim w znacznej czes$ci poswigcona jest przedstawiana praca doktorska.

14
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CZESC LITERATUROWA
1. Ogodlna charakterystyka, wlasciwosci i rodzaje opatrunkow
na rany

1.1. Rodzaje ran i proces gojenia

We wspotczesne] medycynie opatrunki stanowig nieodzowny element terapii
leczenia ran tkanki skornej, ktora jest jednym z najwigkszych narzadow w organizmie
czlowieka i1 stanowi okoto 10% masy ciata. Dziata jako bariera chronigca przed utrata
ptynow waznych dla utrzymania homeostazy organizmu, a takze stanowi ostone przed
urazami mechanicznymi i termicznymi. Ponadto skora izoluje glebiej potozone tkanki
I narzady od szkodliwych czynnikéw zewnetrznych, takich jak substancje chemiczne,
patogeny biologiczne i promieniowanie UV [10]. Ze wzgledu na swoje funkcje skora
narazona jest na r6znego rodzaju uszkodzenia prowadzace do powstawania ran. Czasem
nawet rozlegte uszkodzenia skéry moga =zagraza¢ zyciu. Rany oparzeniowe
sa doskonatym przyktadem bardzo groznych i szczegdlnie trudnych do leczenia urazow
skory [11].

Wybdr odpowiedniego opatrunku zalezy wigc gtownie od rodzaju rany, fazy
gojenia si¢ rany, a takze jego funkcji (wchtanianie wysigku, nawilzenie rany, funkcja
okluzyjna czy dziatanie przeciwbakteryjne) [6], [12]. Istnieje kilka podstawowych
typoOw ran, ktére wymagaja nieco innego leczenia przy uzyciu najbardziej
odpowiedniego opatrunku. Pierwszy typ stanowi rany martwicze, ktore czesto wigza sie
z usuni¢ciem zakazonego fragmentu tkanki skornej. Kolejne rodzaje ran to rany
ziarninujace, odlezyny oraz rany zainfekowane. Infekcje najczesciej powodowane sg
przez bakterie 1 prowadza do zwigkszonej objetosci wysieku oraz przedtuzajacego sig
stanu zapalnego tkanki, co znacznie opdznia regeneracj¢ rany [13], [14]. Warto takze
zaznaczy¢, ze stworzenie jednego, uniwersalnego modelu opatrunku obejmujacego
swoim dziataniem roznego typu uszkodzenia tkanki skérnej jest niemalze niemozliwe.
Wynika to z r6znorodnosci ran, a co za tym idzie, rOwniez zréznicowanych warunkoéw
gojenia.

Wedhug innej klasyfikacji ran odnoszacej si¢ do czynnikow powodujacych

uszkodzenia tkanki skornej [15] mozna je podzieli¢ na:

15
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a) Rany przewlekle, ktore sa spowodowane problemami metabolicznymi.
Leczenie tego typu ran jest znacznie bardziej czasochtonne niz ran ostrych,
poniewaz charakteryzujg si¢ one zaburzong réwnowaga pomiedzy procesem
produkcji 1 degradacji komorek oraz matrycy zewnatrzkomoérkowe) (ECM,
ang. Extra cellular matrix). Nalezg do nich owrzodzenia zylne
I naczyniowe, wrzody cukrzycowe, odlezyny oraz rany niedokrwienne [15],
[16].

b) Rany ostre, ktore sg natomiast zwigzane z urazem powstalym wskutek
dziatania czynnikow $rodowiskowych. W przeciwienstwie do ran
przewlektych wykazuja normalng réwnowage pomigdzy produkcja
1 degradacja komorek oraz ECM, co pozwala na ich szybsze i naturalne
leczenie [15]. Do ran ostrych zaliczajg si¢: zadrapania i otarcia, zwichnigcia
lub stluczenia, rany ciete, skaleczenia, rany postrzalowe oraz rany

popromienne [15].

Zwykle ludzka skora charakteryzuje si¢ duza zdolno$cia do regeneracji
po urazach poprzez nastepujgce po sobie procesy fizjologiczne, takie jak: krwawienie,
stan zapalny, proliferacja i przebudowa [17]-[19] (Rys. 1.1.). Zazwyczaj pozwalaja one

na catkowitg regeneracje niewielkich ran.
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Rys. 1.1. Etapy gojenia si¢ rany [20]

Podczas pierwszego etapu regeneracji tkanki skoérnej nastepuje krwawienie
Z rany. Nastgpnie po zahamowaniu krwawienia wydobywa si¢ wydzielina surowiczo-
wloknikowa ulegajaca krzepnieciu. Faza oczyszczania nastepuje 24-48 godziny
po powstaniu rany i polega na usuni¢ciu zanieczyszczen i tkanek martwiczych oraz
zapewnieniu ranie odpowiednich warunkow S$rodowiskowych. Zazwyczaj faza
hemostazy przebiega jednoczes$nie ze stanem zapalnym bezposrednio po zranieniu, przy
czym stan zapalny moze utrzymywaé si¢ nawet do 6 dni [18], [19], [21]. W trakcie
hemostazy i1 krzepnigcia najwigksza role odgrywaja ptytki krwi (trombocyty), ktore
uwalniajg substancje powodujace krzepnigcie. Faza proliferacyjna rozpoczyna si¢ kilka
dni po utworzeniu rany i trwa od 4 do 42 dni. Polega na wytwarzaniu nowych naczyn
krwionos$nych. Jednocze$nie tkanka ziarninowa zaczyna si¢ rozrasta¢ od brzegéw rany,
dzigki czemu ubytek jest stopniowo wypetniany. Podczas procesu ziarnina pokryta jest
warstwa plynu surowiczo- wloknikowego i leukocytow, co stanowi bariere przed
wtornym zakazeniem. Czas trwania fazy proliferacyjnej oraz jej przebieg zalezy
réwniez od zaopatrzenia rany w substancje odzywcze i tlen. W ostatniej fazie, trwajacej
od 6 tyg. do 9 miesigcy, dochodzi do uporzadkowania wiokien kolagenowych
co skutkuje obkurczaniem si¢ i zmniejszaniem powierzchni rany, ktora zostaje pokryta
cienkg warstwg nabtonka. Proces gojenia konczy si¢ w momencie gdy na blizn¢ narasta
naskorek z sasiadujacej z rang tkanki skornej [18], [19], [21]-[23]

Proces gojenia si¢ duzych oparzen i ran przewlektych jest niestety znacznie
trudniejszy i bardziej czasochtonny. Rany przewlekle sa czgsto definiowane jako rany,
ktore nie s w stanie samoistnie zregenerowac si¢ w ciggu 90 dni [9]. Ich proces gojenia
jest nadal sporym wyzwaniem terapeutycznym. Rany te moga by¢ spowodowane
wieloma czynnikami, w tym zakazeniem bakteriami lub patogenami opornymi
na antybiotyki, a takze uposledzeniem funkcjonowania uktadu odpornosciowego [24].
Ponadto leczenie ran przewleklych moze by¢ skomplikowane przez wplyw tzw.
czynnikéw miejscowych (powierzchnia i gieboko$¢ rany, wystgpowanie ciata obcego,
obecnos$¢ naturalnych dla organizmu proceséw utleniania) i ogdlnoustrojowych (pleé
I wiek pacjenta, stezenie hormony ptciowe, choroby wspotistniejace, cukrzyca i uzywki

takie jak papierosy czy alkohol) [24], [25].
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Regeneracja ran przewlektych moze by¢ wspomagana przez wiele rodzajow
opatrunkdéw na rany 1 rusztowan tkankowych, ktore mozna sklasyfikowac jako systemy
uwalniania lekow. Glownym zadaniem polimerowych systemow uwalniania lekow
(DDSs, ang. Drug delivery systems) jest dostarczenie odpowiedniej dawki substancji
czynnej w odpowiednim czasie w okreslone miejsce, bez wywotywania przy tym
niepozadanych skutkow ubocznych [2], [9]. Ponadto systemy o kontrolowanym
uwalnianiu poprawiaja skuteczno$¢ farmakoterapii poprzez modyfikacje zdolnosci
lekow do przekraczania bariery biologicznej, zmian¢ biodystrybucji 1 poprawe
stabilnosci substancji aktywnej w warunkach fizjologicznych, a takze utrzymujg
stezeniu substancji aktywnej w bezpiecznym zakresie terapeutycznym [2], [3], [26]
(Rys. 1.2). Przyktadem opatrunku uwalniajgcego substancje aktywne dostepnego
handlowo jest np. piankowy opatrunek Mepilex Ag ® dzialajacy antybakteryjnie

poprzez uwalnianie w miejscy rany siarczanu srebra [27].

Zakres dzialania

Zakres dzialania toksycznego farmaceutycznego

- —————— ———— | — — — —

Pulsacyjne uwalnianie

Zakres subfarmaceutyezny

Stezenie leku w plazmie

| Kontrolowane

uwalniaie Gwaltowne uwalnianie

Czas

Rys. 1.2. Zalezno$¢ stezenia substancji aktywnej od czasu dla kontrolowanego,
pulsacyjnego i natychmiastowego uwalniania [3]

1.2. Optymalne wtasciwosci opatrunkow

Materiaty najcze¢$ciej stosowane w leczeniu ran wykazuja wlasciwos$ci lecznicze
zgodne z koncepcja TIME (ang. Tissue, Infection, Moisture, Edge), co oznacza,

ze zapewniajg wilgotne Srodowisko gojenia, umozliwiajg wymian¢ gazowsg, ochrong
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przed zakazeniem bakteryjnym, chronig brzegi rany i pomagaja kontrolowa¢ infekcje
[28]. Ponadto nowoczesne opatrunki powinny wykazywaé wiasciwosci oczyszczajace
oraz promujace zabliZznianie si¢ rany, zwigkszajac migracje leukocytéw do rany
i zwigkszajac agregacje enzymow odpowiedzialnych za krzepnigcie krwi (np. reptylazy
bedacej enzymem trombinopodobnym). Ze wzgledu na nadmiar krwi i wysigku, ktore
moga blokowa¢ aktywno$¢ biologiczng i proliferacje komorek w ranach przewlektych,
pozadang funkcja nowoczesnych opatrunkéw jest rowniez wysoka zdolno$¢ chtonna
[14]. W pemlni funkcjonalny opatrunek aktywny powinien wykazywaé rowniez
wiasciwosci hipoalergiczne, wysoka biokompatybilno$é, a takze by¢ tatwy do usunigcia
1 wymiany, przy czym wymiana nie powinna wymagaé¢ zmian czgstszych niz
w przypadku opatrunkéw tradycyjnych jak np. gaza czy bandaz. Czesto dodatkowym
atutem tego typu opatrunkow jest ich przezroczystos¢, ktora pozwala na kontrole stanu
rany bez koniecznosci ich $ciggania [29] (Rys. 1.3). Opatrunki aktywne zawierajg takze
réznego typu dodatki o dziataniu farmaceutycznym, np. zywe komorki, antybiotyki,
chemioterapeutyki, zwigzki o dziataniu regeneracyjnym oraz czynniki wzrostu
komorek. Niekiedy jako czynniki aktywne stosowane sg rowniez antyutleniacze oraz

substancje tamujgce krwawienie [30].

Rys. 1.3. Przyktad przezroczystego komercyjnego opatrunku OptiView Transparent Dressing ®
[31]
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1.3. Rodzaje opatrunkow

Dla réznych rodzajow ran i etapow gojenia produkowane sg odmienne
i specjalnie zaprojektowane materiaty na bazie hydrozeli [32], wtokien poliuretanowych
[33] lub pianek [34], alginianow [35], kolagendéw [36], hydrowldknien [37] czy
hydrokoloidow [38], [39].

Przez wiele lat rozwoju 1 poszukiwan nowych metod leczenia ran w dostgpnej
literaturze wykrystalizowalo si¢ kilka sposobow klasyfikacji opatrunkow. Podziatu
opatrunkéw mozna dokona¢ m. in. bioragc pod uwage pelnione przez nie funkcje. W tym

przypadku dziela si¢ one nast¢pujaco:

a) opatrunki chtonne (hydrowtdkna, opatrunki piankowe oraz alginiany),
b) opatrunki absorpcyjne i zatrzymujace wysigk (hydrokoloidy, dekstranomery),
€) opatrunki dostarczajace wodg (gldwnie hydrozele) [30], [40].

Z punktu widzenia chronologicznego [6], [40] opatrunki mozna sklasyfikowac jako:

a) Opatrunki I generacji, ktore pojawily si¢ na rynku w latach 60 XX w. Ich wada
jest nieprzepuszczalnos¢ dla wilgoci, co istotnie utrudnia proces gojenia si¢ ran.
Naleza do nich m. in. folie polietylenowe, poliestrowe czy polipropylenowe.

b) Opatrunki II generacji, powstale w nast¢pstwie problemoéw wynikajacych
ze stosowania opatrunkdéw typu nieprzepuszczalnych folii. Opatrunki drugiej
generacji zapewnialy juz przepuszczalno$¢ wilgoci, jednakze w dalszym ciggu
nie wykazywaty dziatania farmaceutycznego i1 czgsto przyklejaly si¢ do nowo
tworzacej si¢ tkanki na powierzchni rany . Do przyktadow tego typu opatrunkow
naleza opatrunki wykonane z poliuretanu, karboksymetylocelulozy czy
poliizobutylenu, ktére s3 nazywane inaczej hydrokoloidami.

c) Opatrunki III  generacji, stanowigce najnowoczesniejsze rozwigzanie
w dziedzinie leczenia ran. Zapewniaja one zaréwno wilgotne Srodowisko
gojenia, wymiang¢ gazow, oczyszczanie rany i bezbolesng wymiang. Do trzeciej

generacji opatrunkow naleza np. chtonne filmy poliuretanowe czy hydrozele.

Ostatnig 1 jedng z najczesciej spotykanych metod klasyfikacji opatrunkow jest
podzial na opatrunki tradycyjne, hydroprzewodzace (kompozytowe), bioaktywne oraz

uwalniajace substancje farmaceutyczne [5], [41].
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Tabela 1.1 przedstawia podzial opatrunkow tradycyjnych ze wzgledu na typ

oddziatywania z rang wedlug Negut’a i wspotpracownikow [19]. Opatrunki pasywne

nie oddzialywuja z rana, a jedynie chronig przed dalszymi urazami mechanicznymi.

Z kolei opatrunki interaktywne zapewniajag wymiang gazéw migdzy rang a otoczeniem,

a opatrunki aktywne oddzialuja z S$rodowiskiem gojenia si¢ rany, np. poprzez

zapewnienie wilgotnego srodowiska czy zdolnos¢ do pochtaniania wysigku.

Tabela 1.1. Rodzaje opatrunkéw tradycyjnych [19], [42]

Typ Fgrma Opis Produkty Lit
opatrunku uzytkowa handlowe
Gaza jest produkowana pod postacig bandazy, gabek czy
Gaza rekawow opatrunkowych. Nadajg si¢ do niewielkich Xeroform, [43],
ran, poniewaz mogg przykleja¢ si¢ do rany i zaktdca¢ jej Multisorb [44]
Pasywny fozysko po u.sun1e;c1u. . . . .
Gazy maziste skladajace si¢ z gazy tiulowej
Gaza tiulowa i wazeliny. Opatrunki te nadaja sic do plaskich Vaseline [44],
i plytkich ran z minimalnym wysigkiem. Nie przykleja Gause [45]
si¢ do jej powierzchni.
Folie Pélprzepuszczalne membrany poliuretanowe ze spoiwem |
i akrylowym. Sa przezroczyste, by umozliwi¢ kontrole Biooclusive,
polprzepuszcz star?u razy. Przqycfatne w Ie}:;zeniuyplytkich ran o niskinfi Tegaderm [46]
alne wysigku.
Migkkie, hydrofilowe pianki poliuretanowe
o otwartych komorkach o grubosci 6-8 mm. Opatrunek
Pianki przeznaczony jest do wchlaniania duzych ilosci Allewvn
polprzepuszcz ~ wysigkow. Nie stosuje si¢ go do ran o niskim wysigku, Lyo;g;lr% [34]
Interaktywny alne poniewaz ma dzialanie wysuszajace. Przeznaczone na
oparzenia, przeszczepy skory oraz odlezyny, ktdre nie sg
objcte zakazeniem.
Przeznaczone sa do zaopatrywania ran trudno gojacych
(m.in. odlezyny, zgorzel cukrzycowa) znajdujacych si¢ w  Granugel,
Hydrozele fazie ziarninowania i epitelizacji. Polecane sg rowniez w  Vigilion, [29],
przypadkach  oparzen  drugiego  stopnia, ran Aquagel, [32]
pooperacyjnych oraz do pokrywania miejsc pobrania Nu-Gel
przeszczepoéw w praktyce transplantacji skory.
Sg to podlprzepuszczalne folie poliuretanowe w postaci
statych ptytek. Zawierajg hydroaktywne czastki, takie jak
karboksymetyloceluloza sodowa, ktora pecznieje z
. wysigkiem lub tworzy z nim zel.  Granuflex,
Aktywny Hydrokoloidy W zaleznosci od typu wybranego opatrunku Tegasorb [39]
hydrokoloidowego mozna je stosowaé w ranach o
lekkim badz ciezkim wysigku,a takze w przypadku
zhuszczania lub granulacji rany.
Alginiany Alginian Wapnia,.kt()ry sklade.l si.(; z chlo.nnej Wléknistej Kalt_o_stat, [47]
welny z solami sodowymi i wapniowymi kwasu Algisite,
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alginowego (stosunek 80:20). Alginany uzywane sa w SeaSorb
przypadku ranwysickowych i pomagaja w oczyszczaniu
zluszczajacej sie rany. Nie sa stosowane w przypadku

ran o niskim wysigku, poniewaz powoduja wtedy
dodatkowe osuszanie rany. Opatrunki te nalezy zmienia¢
codziennie.

Sa to opatrunki, ktéore wystepuja w formie kigbkow,

Aktywny Kol zelow i czastek.  Sprzyjaja  odkfadaniu  si¢ E:Jracol [36],
olageny nowopowstalego kolagenu w tozysku rany. Pochtaniaja BILg’STEP [37]
wysigk 1 zapewniajg wilgotne srodowisko.
Hydrowlokna to migkkie wlokniniowe opatrunki lub
wstazki wykonane z wldkien karboksy-metylocelulozy
. . .. . . .. . Aquacel,
Hydrowlokna  sodowej. Wchilaniaja wysiek i zapewniaja wilgotne Versiva [44]
srodowisko w przypadku glebokich i zanieczyszczonych
ran wymagajacych ostonigcia.
Opatrunki piankowe

Pianki stanowig jeden z rodzajow opatrunkoéw tradycyjnych. Mozna je
rozpatrywa¢ jako dyspersj¢ gazu wewnatrz statej matrycy, co czyni je bardzo
uzytecznymi pod katem wykorzystania jako opatrunki zdolne do kontrolowanego
dostarczania lekéw. W szczegdlnosci gabki alginianowe i chitozanowe charakteryzuja
si¢ niskg toksycznos$cia 1 zdolno$cig do regeneracji tkanek takich jak chrzastki i nerwy.
Pianki kompozytowe na bazie chitozanu sg obecnie uwazane za cenng alternatywe
w leczeniu ran, zwlaszcza gdy sa aktywowane zwigzkami antybakteryjnymi [48]-[50].

Pianki mozna wytwarza¢ stosujac termicznie indukowang separacje faz (TIPS,
ang. Thermal induced phase separation). W technologii tej srodek spieniajacy stanowi
niskowrzaca ciecz organiczna, ktdra rozpuszcza si¢ w polimerze i podczas ogrzewania
powoduje rozdzielenie faz. Nastepnie nastgpuje zarodkowanie 1 wzrost komorek. Proces
spieniania prowadzony za pomocg technologii TIPS charakteryzuje si¢ dwoma
glownymi etapami: w pierwszym nastgpuje wstgpne spienianie granulek polimerowych
zawierajacych Srodek porotwdrczy poprzez ogrzewanie parg w przeptywie fluidalnym.
Nastepnie wstepnie spienione granulki umieszcza si¢ w formie, ponownie poddaje
dziataniu pary w celu ekspandowania. Podczas drugiego etapu granulki polimerowe
spiekaja si¢ z sobg i przyjmuja ten sam ksztalt formy, w ktéra zostaty wiozone.

Za pomocg tego taniego procesu mozna uzyska¢ dowolny ztozony ksztatt przy pomocy
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odpowiedniej formy lub mozna wycigé pozadane ksztalty z blokoéw, zgodnie
z konkretnymi zastosowaniami [49], [51].

Ten konwencjonalny proces, ktorego akronim to TIPS, mozna réwniez
przeprowadzi¢ przy uzyciu rozpuszczalnika organicznego, w ktorym polimer mozna
rozpusci¢ w wysokich temperaturach. W drugim etapie przeprowadza si¢ etap
hartowania, uzyskujac ponowne rozdzielenie faz. Jednakze usunigcie rozpuszczalnika
stanowi jedno z wyzwan stojacych przed tymi technikami [49], [51].

Inng mozliwoscia wytwarzania pianek jest odlewanie 2z roztworu
z wymywaniem porogenu (SC/PL, ang. Solvent casting / particulate leaching) [52].
Technika polega na rozpuszczeniu polimeru w wysoce lotnym rozpuszczalniku,
uzyskujac roztwor w formie wypelnionej staltym porogenem, ktorym jest zwykle sol
rozpuszczalna w wodzie, taka jak chlorek sodu lub chlorek potasu. Po odparowaniu
rozpuszczalnika s61 mozna wypluka¢, pozostawiajagc wysoce porowatg strukture
wewnatrz matrycy polimerowej. Technika ta umozliwia uzyskanie jednorodnego
rozktadu wielkosci poréw poprzez zastosowanie porogenu o okreslonym uziarnieniu,
a takze pozwala na kontrolg¢ porowatosci pianki poprzez stosowanie okreslonej ilosci
porogenu dodawanego do formy. Metode te charakteryzuja pewne wady, takie jak
obecno$¢ réznego rodzaju zanieczyszczen wewnatrz pianki polimerowej czy emisja
substancji niebezpiecznych. Z tych powodow technika ta nie jest czesto stosowana do

wytwarzania pianek do stosowania na rany [49], [52]-[54].

Opatrunki hydrozelowe

Jednymi z najczgs$ciej stosowanych opatrunkow tradycyjnych sg hydrozele, ktore
mozna sklasyfikowa¢ rowniez jako opatrunki trzeciej generacji. Stanowig one jedne
z najbardziej skutecznych materialow biomedycznych stosowanych w celu regeneracji
skory. Moga by¢ one wykonane z naturalnych polimeréw: keratyna [55], kolagen [12],
chitozan [56] i kwas hialuronowy [57], lub z polimeréw syntetycznych takich jak:
poli(alkohol winylowy) (PVA) [58], poli(winylopirolidon) (PVP) [59], [60], glikol
polietylenowy (PEG) [61] i poli(metakrylan 2-hydroksyetylu) (pHEMA) [62]
(Rys. 1.4).

Opatrunki hydrozelowe maja szerokie zastosowanie w gojeniu ran martwiczych,

oparzeniowych, odlezyn i ran przewlektych. Wysoka zawarto$¢ wody (70-90%)
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zapewnia wilgotne srodowisko i niedraznigce wlasciwosci, co pozwala zminimalizowad
stan zapalny rany. Dodatkowo niskie napiecie migdzyfazowe opatrunku hydrozelowego
zwicksza jego biokompatybilnos¢. W przypadku ran zakazonych opatrunki

hydrozelowe mozna tatwo modyfikowac¢ §rodkami przeciwbakteryjnymi [63], [64].
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Rys. 1.4. Przyktadowe wzory strukturalne polimerow wykorzystywanych do syntezy hydrozeli

pochodzenia naturalnego (N) oraz syntetycznego (S) [65]

Opatrunki  hydrozelowe wystepuja zazwyczaj pod postacig arkuszy
hydrozelowych oraz hydrozeli amorficznych. Arkusze hydrozelowe sa to idealnie
przylegajace, elastyczne i usieciowane plastry, zdolnych do pochtaniania duzej ilosci
wody, a takze wysigku z ran. Natomiast amorficzna wersja to zel, ktory wypelnia kazda
szczeling rany, niezaleznie od jej glgbokosci i ksztattu, zapewniajagc w ten sposob
odpowiednie nawilzenie oraz pH [29], [32].

Szczegdlng zaleta hydrozeli jest mozliwos¢ tatwej modyfikacji przy pomocy

substancji aktywnych. Wyro6znia si¢ dwie podstawowe metody:

a) namaczanie gotowych hydrozeli w roztworze leku;

b) dodawanie substancji aktywnej na etapie tworzenia hydrozelu.

Duza tatwos¢ modyfikacji jest mozliwa za sprawg wysoko porowatej struktury
materialow hydrozelowych, ktére sa zdolne do uwalniania bardzo matych czgsteczek,
a takze duzych biomakromolekut [66]. Szerokie zastosowanie zawdzigczajg migkkoscei,

elastycznos$ci 1 utrzymaniu wilgoci, co sprzyja tworzeniu optymalnego Srodowiska
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gojenia ran [67]. Prof. Winter w 1962 roku udowodnil, Zze naprawa uszkodzonych
tkanek nastgpuje w  Srodowisku  wilgotnym ponad dwukrotnie szybcie;j,
niz w srodowisku suchym [68]. Hydrozele tworzg skuteczng bariere przed wnikaniem
drobnoustrojow, utrzymuja ran¢ w czystosci oraz wykazuja wlasciwosci chtodzace,
ktore pomagaja pacjentom w usmierzeniu i tagodzeniu dolegliwo$ci bolowych [67].

Podstawowy podziat metod otrzymywania opatrunkéw hydrozelowych
uwzglednia sieciowanie fizyczne oraz chemiczne. Hydrozele sieciowane fizycznie majg
nizsze wlasciwosci mechaniczne, ale sg zdolne do auto — regeneracji. Z kolei hydrozele
sieciowane chemicznie wykazuja wyzszg wytrzymatos¢ mechaniczng 1 sg stabilniejsze
[69]. Do technik sieciowania fizycznego, opartego najczgsciej na wigzaniach
niekowalencyjnych naleza miedzy innymi: sieciowanie jonowe [70], sieciowanie
poprzez wigzania wodorowe [71], krystalizacja [71] czy sieciowanie poprzez
oddziatywania hydrofobowe [69], [71]. Z kolei do chemicznych metod sieciowania
hydrozeli, opartych na tworzeniu wigzan kowalencyjnych naleza: reakcja koniugacji
[72], polimeryzacja rodnikowa [73] i reakcja enzymatyczna [69], [74].

W literaturze opisano réwniez metode wytwarzania opatrunku hydrozelowego
z wykorzystywanych w niniejszej pracy polimerow takich jak agar czy
poliwinylopirolidon (PVP). Wedlug patentu US4871490A [75], [76] opatrunek
hydrozelowy wytwarzano z polimeré6w metoda sieciowania radiacyjnego z wodnego
roztworu zawierajacego 2-10% wag. PVP, do 3% wag. agaru i 1-3% wag. poli(glikolu
etylenowego). Sieciowanie nastepowalo w nastepujgcych etapach: umieszczenie
wodnego roztworu polimeréw w formie, nastgpnie szczelne zamknigcie formy
I poddanie zawarto$ci formy dziataniu dawki promieniowania jonizujgcego w zakresie

25-40 KGy.
Hydrozele bazujgce na PVA

Hydrozele wykonane z PVA majg szerokie zastosowanie jako opatrunki przez
co najmniej 30 lat. Wykazuja duza przejrzystosé, odpornos¢ mechaniczng,
biodegradowalno$¢, biokompatybilno$¢ i zapewniaja wilgotne $rodowisko podczas
gojenia ran [77]. Ponadto PVA jest materiatem rozpuszczalnym w wodzie i jest
zatwierdzony przez FDA do zastosowan medycznych [78]. Material ten stanowi

réwniez dobra baz¢ do modyfikacji zwigzkami antybakteryjnymi.

25



2% TR ¥ POLITECHNIKA

@50 GDANSKA @

Cencetti wraz ze wspotpracownikami [79] otrzymali antybakteryjne opatrunki
na rany, stosujac polisacharydowa gume Gellan w potaczeniu z PVA i tetraboranem
sodu (boraks) jako $rodkiem sieciujgcym. Jako $rodek przeciwbakteryjny zastosowano
azotan srebra (AgNQO3). Zaobserwowano, ze dodatek uktadu PVA/boraks pozwala na
uzyskanie wyzszej zawartosci azotanu srebra wewnatrz struktury hydrozelu oraz
pozwala kontrolowa¢ jego uwalnianie. Dodatkowo poprawit si¢ stopien wypetnienia
rany opatrunkiem w pordwnaniu z opatrunkiem zlozonym z samej gumy Gellan,
a uwalnianie AgNOj3 poprawito dziatanie przeciwbakteryjne konstruktow przeciwko
hodowli S. aureus oraz P. aeruginosa, wystepujacych czgsto w przypadku zakazen
bakteryjnych ran skornych.

J.G. Lyons, i wspotpracownicy [80] otrzymali hydrozel sktadajacy si¢ z PVA
oraz agaru, w roznych stosunkach. Spektroskopia w podczerwieni z transformacja
Fouriera (FTIR, ang. Fourier transform infrared spectroscopy) wykazata powstanie
oddziatywan wodorowych pomigdzy tymi skladnikami wystgpujacymi pomiedzy
ugrupowaniami —C—O—C— obecnymi w agarze i grupami OH pochodzacymi od PVA.
Powstate wigzania wodorowe skutkowaly zmiang wlasciwosci termicznych
otrzymanych materialow, tj. wyZzsza temperaturg topnienia hydrozelu w poréwnaniu do
czystego agaru, zbadang przy pomocy roznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC, ang.
Differential Scanning Calorimetry). Wyzsza elastyczno$¢ w stanie uwodnionym
wykazywaty opatrunki hydrozelowe z wickszg zawartos$cig agaru. Cechowaly si¢ takze
zdolnoscig do procesu cyklicznego uwadniania i suszenia. Polepszone wiasciwosci
mechaniczne oraz biokompatybilno$¢ wytworzonych hydrozel, umozliwiaja ich
potencjalne wykorzystanie w procesie gojenia ran [80].

Ponadto, potwierdzono réwniez mozliwo$¢ skutecznej modyfikacji hydrozeli
bazujacych na potaczeniu PVA z chitozanem przy pomocy minocykliny, siarczanu (VI)
gentamycyny, siarczanu (V1) amikacyny, cyprofloksacyny czy norfloksacyny.
Zmodyfikowane w ten sposOb opatrunki wykazujg dzialanie antybakteryjne

i przyspieszaja zabliznianie si¢ ran [81].
Procesy sorpcyjne zachodzgce w hydrozelach

Proces sorpcji wody przez hydrozel jest kontrolowany przez kilka zjawisk, m.
in. oddziatywanie molekularne z czasteczkami rozpuszczalnika, sity kapilarne, a takze

proces osmozy [82], [83]. Hydrozele moga by¢ rozwazane jako systemy
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kontrolowanego uwalniania lekow ze wzgledu na ich wysoka zdolno$¢ do inkorporacji
czasteczek substancji aktywnych wewnatrz sieci polimerowej. Sposoéb uwalniania leku
(stale, zmienne, op6znione, przedtuzone) z matrycy hydrozelowej silnie zalezy od typu
oraz wtasciwosci fizykochemicznych leku (np. hydrofilowos¢, pKa, rozpuszczalno$¢ w
wodzie). Ponadto, uwalnianie substancji aktywnej moze by¢ kontrolowane przez
pecznienie, procesy dyfuzyjne i chemiczne [84], [85].

Uwalnianie leku kontrolowane w sposob dyfuzyjny, odpowiedzialne za
pecznienie matrycy polimerowej mozna rozwaza¢ jako dwa osobne zjawiska, ktore
zachodzg w tym samym czasie. Pierwszym z nich jest absorpcja wody lub mediow
fizjologicznych przez matryce hydrozelowa, a drugim desorpcja leku z hydrozelu.
W trakcie przenikania roztworu do wewnatrz matrycy polimerowej, hydrozel
charakteryzuje si¢ stanem szklistym. Podczas dalszej absorpcji mediow hydrozel
zmienia swoj stan na elastyczny, ktory zwigzany jest z rozluznieniem lancuchow
polimerowych. Proces ten odpowiada za pgcznienie hydrozelowej matrycy polimerowe;j
[86], [87]. W tym stanie lek obecny w hydrozelu ma zdolno$¢ opuszczenia matrycy
polimerowej, jednakze proces ten zalezy od wspotczynnika dyfuzji medium i leku,
szybkosci pecznienia, gestosci usieciowania hydrozelu, wielkosci porow oraz szybkosci
relaksacji tancuchow polimerowych [88].

Kinetyk¢ absorpcji mediow oraz uwalniania substancji aktywnych przez
hydrozel mozna bada¢é =za pomocg réznych modeli matematycznych.
Do najpopularniejszych i najczesciej stosowanych nalezg modele zerowego,
pierwszego 1 drugiego rzedu [89]-[91] oraz modele Pelega [92], Higuchi’ego
i Korsmeyer’a — Peppas’a [93], [94]. Ostatni z modeli jest jednym z najczesciej
stosowanych w analizie pgcznienia hydrozelu, a takze profilu uwalniania leku. Pozwala
on na obliczenie statej kinetycznej (K), ktora zalezy od grubosci materiatu
1 wspotczynnika dyfuzji, a takze parametru dyfuzyjnego (n), ktory okresla rodzaj
mechanizmow dyfuzji wystepujacych w hydrozelach [95].

Najczgsciej obserwowanym rodzajem procesu dyfuzji jest dyfuzja Ficka (FD),
zachodzaca zgodnie z prawem Ficka, dla ktérej warto$¢ parametru n wynosi 0,5. W tym
przypadku procesy dyfuzyjne zachodza znacznie wolniej niz procesy relaksacyjne
tancuchow polimerowych. Dyfuzje typu II (CII) bierze si¢ pod uwage, gdy transport

medium lub uwalnianego leku jest kontrolowany gtownie przez proces dyfuzji (wysoki
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wspolczynnik dyfuzji), ktory jest znacznie szybszy niz proces relaksacji tancuchow
polimerowych (n = 1). Dla dyfuzji nie — Fickowskiej (DNF) parametr n wynosi od 0,5
do 1,0. Charakteryzuje si¢ ona anomalnym transportem, poniewaz proces dyfuzji
1 relaksacji tancuchow polimerowych maja podobny udziat w uwalnianiu leku lub
wchlanianiu wody [86], [96], [97]. W sytuacji kiedy wyktadnik dyfuzji jest mniejszy niz
0,5, proces dyfuzyjny mozna nazwa¢ dyfuzja quasi-Ficka (DQF) i jest
on charakterystyczny dla dyfuzji zachodzacej w matrycy niepgczniejacej [98].

Opatrunki hydroprzewodzqgce (kompozytowe)

Opatrunki hydroprzewodzace wykazuja specyficzng wielowarstwowa strukture
(Rys. 2.5), dlatego sa rowniez zamiennie nazywane opatrunkami kompozytowymi.
Dzigki swojej budowie sg one zdolne do wchlaniania wysigku a takze do usuwania
martwiczych pozostatosci z tozyska rany, a nastepnie odseparowania ich od gojacej si¢
rany [99]. Opatrunki tego typu wykazuja wiele zalet, m. in. s3 wszechstronne i wygodne
zarowno w przypadku ran czesciowych, jak 1 glebokich. Wigkszo$¢ opatrunkow
hydroprzewodzacych sktada si¢ z trzech warstw (Rys. 1.5). Warstwa zewngtrzna chroni
rang przed infekcja, srodkowa warstwa absorpcyjna zwykle sktada si¢ z materiatu
chlonnego, ktéry utrzymuje wilgo¢ w Srodowisku 1 wspomaga autolityczne
oczyszczanie rany, dolna warstwa kontaktowa sktada si¢ z nieprzylegajacego materiatu,
ktory zapobiega przywieraniu do nowo tworzacych si¢ ziarninujacych tkanek.

Ponadto niektoére opatrunki kompozytowe moga rowniez zawiera¢ warstwe
adhezyjng w postaci samoprzylepnej obwodki z tasmy widkninowej lub przezroczystej
folii. Moga pehi¢ funkcj¢ opatrunku pierwotnego lub wtérnego na réznego rodzaju
rany i moga by¢ stosowane z lekami stosowanymi miejscowo [5], [41].

Drawtex® byt  pierwszym  dostgpnym na  rynku  opatrunkiem
hydroprzewodzacym charakteryzujacym si¢ wysoka chlonnoscia (do 30 — 50 —
krotnosci wlasnej masy), a takze tatwoScig usuwania z rany fragmentow tkanek
martwiczych 1 stabilnoscia w $rodowisku gojenia do 7 dni. Ortiz 1 jego
wspotpracownicy po raz pierwszy zbadali w warunkach in vitro zdolnos¢ opatrunku
Drawtex® do redukcji kolonii bakterii w pozywce, z ktorg mial kontakt [5], [100].

Zaobserwowano wowczas jednoczesny spadek liczby bakterii w pozywce 1 zwigkszenie
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ich ilosci w badanym opatrunku, potwierdzajac w ten sposob jego zdolnosé

do zatrzymywania patogenow w swojej strukturze .

| Warstwa zewnetrzna

Warstwa absorpcyjna

Warstwa rozprowadzajaca

Warstwa kontaktowa

Rys. 1.5. Schematyczne przedstawienie opatrunku hydroprzewodzacego (kompozytowego)
[101]

Przyklad otrzymywania opatrunku kompozytowego przedstawiono m. in.
w patencie US 20210252182 Al [102]. Wedlug wynalazku sktada si¢ on z porowate;j
warstwy matrycowej wykonanej z biomateriatu oraz warstwy kontaktowej z tkaniny,
przy czym warstwa ta jest czgSciowo osadzona w porowatej matrycy. Biomateriat
stanowi¢ moga polimery naturalne jak: chitozan, alginiany skrobia, celuloza, zelatyna
czy kolagen, ale takze polimery syntetyczne jak: PVA, poli(tlenek etylenu) czy
poli(tlenek propylenu). Sposéb wytworzenia kompozytowego opatrunku obejmuje

nastepujace etapy:

a) kontaktowanie warstwy kontaktowej wykonanej z tkaniny z roztworem
biomateriatu (roztwor biomaterialu powstaje przez rozpuszczenie biomateriatu
w wodzie, alkoholu, DMSO lub rozpuszczalniku organicznym),

b) cze$ciowe zanurzenie warstwy kontaktowej w roztworze biomateriatu,

C) zamrazanie roztworu biomaterialu zawierajagcego zanurzong czgSCiowo
warstwe kontaktowg z kontrolowana szybkoscia (proces liofilizacji),

d) usunigcie rozpuszczalnika z zamrozonego roztworu biomateriatu.
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Powyzszy sposdéb pozwala na uzyskanie opatrunku hydroprzewodzacego
o mozliwos$ciach chtonnych w zakresie od ok. 10 do 200 — krotno$ci swojej masy bez

stosowania klejow w celu taczenia warstw.

Opatrunki bioaktywne

Jednym z rodzajow nowoczesnych opatrunkoéw sg takze opatrunki bioaktywne
produkowane z biomateriatdw odgrywajacych wazng rolg w procesie gojenia ran.
Opatrunki te s3 znane ze swojej biokompatybilnosci, biodegradowalnos$ci
i nietoksycznego charakteru. Materialy stosowane w celu wytwarzania opatrunkow
bioaktywnych pochodza czesto ze zrodet naturalnych i sg to bioaktywne polimery takie
jak kolagen , kwas hialuronowy, chitozan, alginian i elastyna. Polimery te mozna
stosowa¢ samodzielnie lub w potaczeniu, w zaleznosci od charakteru i rodzaju rany.
Czasami do opatrunkéow bioaktywnych dodaje si¢ czynniki wzrostu 1 $rodki
antybakteryjne (np. biatka antybakteryjne, miéd Manuka czy substancje antybakteryjne
pochodzenia syntetycznego), aby przyspieszy¢ proces gojenia si¢ ran [5], [41].

Opatrunki bioaktywne mozna otrzymywaé m. in. przy pomocy procesu
podobnego do SC/PL poprzez rozpuszczenie biomaterialtu w odpowiednim
rozpuszczalniku, dodanie porogenu, a nastepnie zestalenie, wymywanie porogenu
1 suszenie. Na przyktad opatrunki bioaktywne na bazie kopolimeru chityny octowo —
mastowej (BAC, ang. Butyrate — acetate chitin) wykona¢ mozna poprzez rozpuszczenie
3% wag. BAC w 96% etanolu. Nastepnie nalezy doda¢ porogen w postaci soli
nieorganicznej (NaCl) a po zestaleniu ptuka¢ woda dejonizowang w temperaturze 40°C
az do wyptukania $rodka porotworczego. Opatrunek nastepnie jest poddawany suszeniu
w temperaturze 80°C. W celu naniesienia warstwy srebra otrzymana porowata warstwa
jest natryskiwana zawiesing metalicznego srebra przy pomocy dyszy natryskowej

i myjki ultradzwigkowej [103].
Opatrunki zawierajqce substancje farmaceutyczne

Opatrunki zawierajace leki odgrywaja wazng role w procesie gojenia
bezposredniego poprzez uwalnianie leku do $§rodowiska ran lub procesu posredniego,
poprzez usuwanie tkanek martwiczych. Efekt leczniczy w opatrunkach zawierajacych

leki jest osiggany poprzez substancje oczyszczajace tkanke martwicza, substancje
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przeciwzapalne, a takze czynniki antybakteryjne, ktore zapobiegaja infekcjom
1 wspomagaja regeneracj¢ tkanek. W tego typu opatrunkach zawarte mogg by¢ rowniez
czynniki wzrostu i enzymy. Komercyjnie dostepnych jest wicle opatrunkoéw
zawierajgcych srebro w roli czynnika antybakteryjnego. Sg to migdzy innymi: Actisorb
®, SilvaSorb ® czy Acticoat ®. Dostgpne opatrunki aktywowane srebrem moga
wystepowaé m. in. w postaci gazy, pianki, filméw, hydrokoloidéw, hydrozeli, a takze
opatrunkow kompozytowych [5], [41]. Otrzymywanie opatrunkow zawierajacych
substancje lecznicze jest wigec zdeterminowane typem opatrunku. Na przykiad
w przypadku hydrozeli, ktéorych metody wytwarzania opisano wczesniej, substancje
aktywne mozna wprowadzi¢ zardwno na etapie wytwarzania hydrozelu, jak i1 po
wytworzeniu hydrozelu poprzez pdzniejsze jego zanurzanie w roztworze zawierajacym

lek.

Dostepne handlowo opatrunki tradycyjne

Wazrost funkcjonalnosci opatrunkéw w ostatnich dekadach pociggnat za soba
takze wzrost ich poziomu skomplikowania, poczynajac od opatrunkow tradycyjnych
a konczac na opatrunkach zaawansowanych, aktywnych czy substytutach skory.
W Tabeli 1.2 przedstawiono przyktady dostepnych handlowo opatrunkow tradycyjnych
wedtug rosngcej ilosci warstw tworzacych produkt opatrunkowy. Poszczegolne warstwy
zostaly przedstawione w kolejnosci od najbardziej zewngtrznej do warstwy
wewnetrznej, czyli kontaktu z tozyskiem rany.

W wigkszosci przypadkdw opatrunki skladaja si¢ z trzech podstawowych
warstw, a s3 nimi: warstwa zewnetrzna, absorpcyjna oraz kontaktowa. Warto dodac,
ze zazwycza] warstwy te s3 ulozone jedna nad drugg w strukturg typu ,,sandwich”.
Podstawowa funkcja warstwy zewnetrznej jest ochrona wewngtrznych warstw
opatrunku 1 rany przed wplywem otoczenia, w tym wodoodporno$¢. Dodatkowo,
warstwa ta moze wykazywaé dziatanie antybakteryjne i antywirusowe, a takze
zapewnia¢ wymian¢ gazow z otoczeniem celem zapewnienia wilgotnego Srodowiska
gojenia si¢ rany. Taka wielofunkcyjna warstwa zewngtrzna wystepuje m. in.
w opatrunku czterowarstwowym Moderex Lite Foam Dressing ® (Tabela 1.2, pkt 11)
czy w produktach Mepilex ® (Tabela 1.2, pkt 7, 9, 13).
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Warstwa absorpcyjna w swojej najprostszej postaci (jednowarstwowej) ma za
zadanie absorpcj¢ 1 retencje¢ wysieku z rany. Moze ona by¢ wykonana np. z pianki
poliuretanowej (PUR), tak jak w produkcie pod nazwg oryginalng Hydrofera Blue
Ready Border Dressing ® (Tabela 1.2, pkt 6) czy Mepilex Border Sacrum ® (Tabela
1.2, pkt 9). Powszechnym materialem stosowanym na warstwy absorpcyjne jest
hydrozel (np. w opatrunku Moderex Hydro — Cool Hydrogel Dressing ®, Tabela 1.2,
pkt 10). Jego przewaga nad absorbentami piankowymi jest mozliwo$¢ nawilzania
tozyska rany. W celu zwigkszenia szybkosci pochtaniania wysigku jak 1 catkowitej
zdolnoséci sorpcyjnej. W nowoczesniejszych opatrunkach hydroprzewodzacych [5]
stosuje si¢ ztozone warstwy absorpcyjne (produkty Mepilex ®, Tabela 1.2, pkt 11, 13),
sktadajace si¢ np. ze znajdujacej si¢ najblizej rany pianki PUR chlonacej wysiek
z lozyska rany 1 transportujacej go do perforowanej warstwy rozprowadzajacej,
a hastepnie do warstwy superabsorbentu np. poliakrylanowego, pelnigcego funkcje
retencyjng. Ponadto, w przypadku opatrunkéw Mepilex ®, poszczegdlne sktadowe
warstwy absorpcyjnej sa wykonane w technologii Flex ®, polegajacej
na charakterystycznym perforowaniu w celu nadania opatrunkowi elastycznosci. Takie
rozwigzanie pozwala na stosowanie tych opatrunkow w miejscach zginania konczyn,
np. na tokciach, kolanach.

Naprosza warstwg kontaktowa moze stanowi¢ gaza tiulowa. Jest to najstarszy
i zarazem najprostszy typ opatrunku znany juz w czasach Starozytnego Egiptu [104],
[105]. Obecnie gazy wykorzystywane sg m. in. w formie zaimpregnowanej wazelina,
jak w opatrunku Lomatuel ® H. Nie jest ona jednak stosowana jako samodzielny
opatrunek a jako warstwa pomigdzy rang a opatrunkiem wtornym. Bardziej
zaawansowane warstwy kontaktowe zazwyczaj wykonane sa z silikonu (technologia
Safetac ® w opatrunkach Mepilex ® - Tabela 1.2, pkt 7, 9, 13 czy technologia OptiSil
® w produkcie Moderex Lite Foam Dressing ® - Tabela 1.2, pkt 11). Tego typu
rozwigzania ograniczaja ryzyko maceracji rany i wycieku wysicku, ale takze
zapobiegaja mozliwosci przywierania opatrunku do lozyska rany i ewentualnym
uszkodzeniom w trakcie wymiany. W przypadku opatrunkow chionnych warstwa
kontaktowa transportuje wysiek do warstwy absorpcyjne;j.

Zdarza si¢, ze opatrunki posiadaja takze osobng warstwe adhezyjna, jak

w produkcie Alldress Absorbent Film Dressing ® (Tabela 1.2. pkt 12). Jezeli opatrunki
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nie maja wyszczegdlnionej konkretnie warstwy adhezyjnej, to role takiej warstwy
spelnia zazwyczaj warstwa kontaktowa, ktora nie moze przywiera¢ do rany, natomiast

powinna przylega¢ do zdrowej tkanki skornej okalajacej rang.
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Tabela 1.2. Przeglad opatrunkéw dostepnych na rynku wedlug rosngcej iloSci warstw wraz z rodzajem warstw, funkcjami i zastosowaniami (wybrane

przyktady)
L. p. Tlo$é _ _ _
Opatrunek Warstwy Funkcja warstwy Zastosowanie Lit.
warstw
umozliwienie swobodnego oparzenia
przeptywu wysigku do
L tuel ® H .
omatue opatrunku wtornego, rany ciete,
1)Warstwa kontaktowa . ;
( ol - zapobieganie otarcia i owrzodzenia
gaza tiulowa w formie T .
1 1 _ N | przywieraniu do rany, podudzi, [106]
siateczki impregnowanej
wazeling) zapewnienie bezbolesnej | ©91€Zyny.
zmiany opatrunku miejsca ubytku po

przeszczepie skory,
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Exufiber ®

1)Warstwa absorpcyjna
(z wldkien wykonanych
z polialkoholu

winylowego - PVA)

pochtanianie i retencja

wysieku w formie zelu

rany saczace,

rany wrzodowe

(uciskowe, nog i stop)
oparzenia,

rany chirurgiczne,
rany przewlekle,

rany glebokie

[107]
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Vlivasorb ®

1)Warswa zewnetrzna
(wykonana z wtokniny

polipropylenowej - PP)

funkcja ochronna,

separacja wewnetrznych
warstw opatrunku i rany

od otoczenia

rany o duzej ilosci
wysieku,

rany powierzchniowe w
fazie wysigku, np.
r6znego pochodzenia

wrzody,
oparzenia Il stopnia,

wtornie gojace si¢ rany

pooperacyjne,

[108]
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rany po laparotomii
przetoki
2)Warstwa absorpcyjna

poliakrylan sodu)

(polipropylen - PP,
polietylen - PE, celuloza,

wchlanianie i retencja

wysieku
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3M ™ Medipore ™ + Pad

1)Warstwa zewngtrzna:

mocowanie opatrunku do

(PP, PE, celuloza,

poliakrylan sodu)

(Migkka, rozciagliwa rany
wioknina) . .
separacja od otoczenia,
nadawanie wlasciwosci
elastycznych
2
2)Warstwa absorpcyjna

wchlanianie i retencja

wysigku

rany nisko i $rednio

saczace sie,
rany ostre,
oparzenia,
otarcia,

rany przewlekle,

pooperacyjne,

obrzekowe

[109],
[110]

Mackesson Superabsorber

Polymer Dressing ®

1)Warstwa zewnetrzna
(lita) *

funkcja ochronna,

separacja wewngtrznych
warstw opatrunku i rany

od otoczenia

rany z duzg ilo$cig
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2)Warstwa absorpcyjna |  Wiazanie wysickuw | wysicku

3 postaci zelu [111]

(polimer hydrofilowy)

3)Warstwa kontaktowa *

funkcja adhezyjna
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Hydrofera Blue Ready Border

Dressing ™

1)Warstwa zewng¢trzna

(pOtprzepuszczalna) *

zapewnienie wlasciwosci

wodoodpornych,

dziatanie antybakteryjne
dzigki dodatkowi btekitu

metylenowego i gencjany

wchlanianie i retencja

2)Warstwa absorpcyjna
(pianka PUR) wysicku
3)Warstwa kontaktowa funkcja adhezyjna

(silikonowa)

plytkie rany,

umiarkowany i wysoki

wysigk,
zainfekowane rany,
rany zagrozone infekcja,

owrzodzenia stopy

cukrzycowej,
ostre rany,
owrzodzenia nog,

rany przewlekte

[112]
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Mepilex Self Adherent Foam
Dressing ®

1)Warstwa zewnetrzna

zapewnienie wlasciwosci

wodoodpornych,

zabezpieczanie przed

wirusami i bakteriami,

potprzepuszczalna

(PUR) umozliwienie
,»oddychania” rany

2)Warstwa absorpcyjna | absorpcja wysieku,

(pianka PUR) nadanie elastycznosci

3)Warstwa kontaktowa
(silikonowa, technologia
Safetac ®)

minimalizacja ryzyka
przywierania opatrunku do

lozyska rany.

zapewnienie dobrego
przylegania do zdrowej
tkanki skornej okalajacej

rang

rany z wysigkiem jak
owrzodzenia

odlezynowe,
owrzodzenia nog,

| stop, rany pourazowe

(np. rozdarcia skory),

rany chirurgiczne

[113]
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ConvaMax Superabsorber ®

1)Warstwa zewng¢trzna

wymiana gazowa

zapewnienie

wodoodpornosci

2)Warstwa absorpcyjna

(superabsorbent) *

pochlanianie i retencja

wysieku

3)Warstwa

rozprowadzajaca *

rozprowadzanie wysicku
po calej powierzchni

opartunku,

maksymalizacja

owrzodzenia konczyn

dolnych,
odlezyny,

owrzodzenia stopy

cukrzycowej,

rany pooperacyjne, w
ktorych doszto do

rozejscia si¢ brzegow

[114],
[115]
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przeptywu wysigku do

warstwy absorpcyjnej

4)Warstwa kontaktowa
(silikon)

mocowanie opatrunku

(whasciwosci przylepne)

Mepilex Border Sacrum ®

1)Warstwa zewnetrzna *

funkcja w odoodporna,

zabezpieczanie przed

wirusami i bakteriami,

zapewnianie ,,oddychania”

rany

2)Warstwa absorpcyjna
(pianka PUR)

absorpcja wysieku z rany

(funkcja retencyjna),

roOwnowazenie poziomu

wilgotno$ci rany

3)Warstwa kontaktowa
(silikonowa, technologia
Safetac ®)

minimalizacja bolu w

trakcie wymiany,

rany z wysigkiem jak
owrzodzenia

odlezynowe,

owrzodzenia nog,

owrzodzenia stop,

rany pourazowe (np.
rozdarcia skory) i rany

chirurgiczne.

[116]-
[118]
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zapobiega maceracji.

dopasowywanie si¢ do

anatomii pacjenta

4)Warstwa adhezyjna *

ochrona brzegdéw rany
przed kontaktem z
srodowiskiem

zewnetrznym,

umozliwienie mocowania
do zdrowej tkanki skornej

okalajacej rane

10

MODEREX HYDRO - COOL
HYDROGEL DRESSING ®

1)Warstwa zewng¢trzna

potprzepuszczalna *

zapewnienie
wodoodpornosci i ochrony

przed bakteriami,

przepuszczanie pary

oparzenia |l stopnia,
rany pooperacyjne,

miejsca z ubytkami

naskorka,

[119],
[120]
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wodnej — zapewnienie

,»oddychania” rany,

umozliwienie obserwacji
rany poprzez zastosowanie

materiatdéw transparentych

niskie wlasciwosci
sorpcyjne wobec wysieku,

glownie funkcja

(perforowana) *

2)Warstwa absorpcyjna | nawilzajgca rane
(hydrozel) (rezerwuar wody dla rany)
zapewnienie elastycznosci
i komfortu uzytkowania
zapewnienie rusztowania i
3)Warstwa wzmocnienia
wzmacniajaca

mechanicznego dla

opatrunku

0wrzodzenia zylne

podudzi,

odlezyny i owrzodzenia

cukrzycowe.
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4)Warstwa kontaktowa
(hydrozel)

przede wszystkim funkcja
nawilzajaca (rezerwuar

wody dla rany),

zapobieganie przyleganiu
opatrunku do uszkodzonej
tkanki skornej

11

MODEREX LITE FOAM
DRESSING ®

zwickszenie elastycznosci

prawdopodobnie

poliakrylany)

opatrunku,
1)Warstwa zewngtrzna o
. Zapewnienie
lita * N
wodoodpornosci i ochrony
S przed bakteriami.
2)Warstwa absorpcyjna
(superabsorbent; Pochianianie i retencja

wysieku

odlezyny,
rany chirurgiczne

uszkodzenia skory,

[121]
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porowata (pianka PUR)

3)Warstwa Rozprowadzanie wysicku
rozprowadzajaca po catej powierzchni
(wtoknina) opatrunku

Pochtanianie wysieku i
4)Warstwa absorpcyjna

jego transportuj do

warstwy rozprowadzajace;j

5)Warstwa kontaktowa
perforowana
(silikonowa; technologia
OptiSil ®)

ograniczenie ryzyka
maceracji i wycieku

wysieku,

ulatwienie wymiany
plastra poprzez
przywieranie wylacznie do
zdrowej skory okalajacej

rang
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Alldress Absorbent Film
Dressing ®

"‘1
K 3
&S
)
5 8

9 @
& 2

%,

1)Warstwa zewnetrzna
porowata (wldknina

poliestrowa)

zabezpieczanie przed

bakteriami i wirusami,

utrzymywanie

integralnosci opatrunku

2)Warstwa
potprzepuszczalna

(wldknina poliestrowa)

zapewnianie wymiany
gazow 1 wilgotnego

srodowiska gojenia rany

3)Warstwa absorpcyjna

*

absorbcja i retencja

wysieku,

zmniejszenie ryzyka

maceracji rany.

4)Warstwa kontaktowa z
rang (siateczka

poliestrowa)

transport wysieku do

warstwy absorpcyjnej,

zapobieganie

przywieraniu opatrunku

wrzody cukrzycowe
odlezyny

nacigcia
chirurgiczne

rany szarpane

powierzchowne

oparzenia

[122]
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do tozyska rany
utrzymywanie opatrunku
w odpowiednim migejscu,
zapobieganie wyciekowi
5)Warstwa adhezyjna * | wysigku,
zapobieganie zakazeniu z
zewnatrz
funkcja oddychajaca. .
1)Warstwa zewnetrzna o y rany wysigkowe, w
umozliwienie obserwacji o
porowata (PUR) tym: owrzodzenia nog,
. stanu wysicku
Mepilex Border Flex ® : : rany urazowe (np.
2)Warstwa absorpcyjna | magazynowanie wysigku z

perforowana (wtokna

poliakrylanowe)

dala od rany

3)Warstwa
rozprowadzajaca

(wtdknina)

rozprowadzanie wysicku
po catej powierzchni

opatrunku,

maksymalizacja

rozdarcia skory)
rany chirurgiczne,

terapia profilaktyczna
celem zapobiegania
uszkodzeniom skory, np.

przy owrzodzeniach

[123]-
[127]
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przeptywu wysigku do
warstwy retencyjnej i
nastepnie do warstwy

zewnetrznej

4)Warstwa absorpcyjna

porowata (pianka PUR)

pochlanianie wysi¢ku z

rany

transport do wyzszych

warstw opatrunku

5)Warstwa kontaktowa z
rang (silikon,

technologia Safetac ® )

zmniejszenie ryzyka
bolesnej wymiany
opatrunku oraz maceracji

rany

* nieokreslony materiat

50




© 00 N oo o1 b~ W

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

42 T ¥Ye POLITECHNIKA

@50 GDANSKA @

1.4. Badania wlasciwosci fizykochemicznych i

mikrobiologicznych opatrunkow

Badania fizykochemiczne 1 mikrobiologiczne produktow opatrunkowych
odgrywaja bardzo istotng rol¢ z punktu widzenia oceny ich bezpieczenstwa, jakosci
oraz skutecznosci. Umozliwiaja one kompleksowa oceng¢ wilasciwosci materiatow
opatrunkowych, a takze pomagajg przewidzie¢ ich zachowanie w warunkach
uzytkowania. Ponadto badania te pozwalaja na projektowanie wtasciwosci opatrunkow
w taki sposob, by jak najlepiej spetniaty swoje zadania terapeutyczne [128]. To dzigki
nim mozliwy jest ciagly rozwdj najnowoczesniejszych generacji opatrunkoéw, ktore w
coraz wiekszym stopniu zaspokajaja rozmaite potrzeby pacjentow.

Do najwazniejszych celow prowadzenia badan fizykochemicznych naleza: ocena
wlasciwos$ci mechanicznych [129]-[131], strukturalnych (morfologicznych) [128],
[131]-[133], chemicznych [134]-[136], a takze analiza wtasciwosci absorpcyjnych
[128], [130], [133], [137], przepuszczalnosci gazéw [137] oraz ocena uwalniania
substancji aktywnych [138]-[140] w przypadku opatrunkow zmodyfikowanych lekami
lub innymi zwigzkami biologicznie aktywnymi.

Gtownym celem opatrunkow jest okrycie i ochrona rany, dlatego bardzo wazne
jest okreslenie ich wytrzymato$ci mechanicznej, ktére realizowane moze by¢ przy
pomocy maszyny wytrzymato$ciowej. Aby okresli¢ wlasciwo$ci mechaniczne materiatu
opatrunkowego, bada si¢ m. in. modut sprezystosci (modut Younga), wytrzymatos¢ na
rozcigganie 1 stabilno$¢ termiczng. Modul Younga definiuje odporno$¢ materiatu na
odksztatlcenie pod wplywem przylozonego naprezenia. Kiedy przylozona sita
rozciggajaca przekracza granice sprezystosci, material ulega nieodwracalnemu
odksztatceniu. Z kolei wytrzymato$¢ na rozcigganie okreslona jest jako maksymalna
sita rozciggajaca, ktora material moze wytrzymac tuz przed zerwaniem [130], [141].
W badaniach prowadzonych przez Ma i wspotpracownikow [130], [142] nad nowymi
materialami do zastosowan opatrunkowych zbadano wptyw dodatku tlenku grafenu
(GO) do pianek nanokompozytowych wykonanych z kompozycji zawierajacych
alginian sodu oraz PVA na ich wytrzymato$¢ na rozciaganie oraz modul Younga.
Uzyskane wyniki wykazaty, ze dodatek GO w ilosci 2% znaczaco zwigkszyt

wytrzymato$¢ na rozcigganie i modul sprezystosci pianek nanokompozytowych.
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Stwierdzono rowniez, ze GO moze podwyzsza¢ wlasciwosci mechaniczne materiatu
wykonanego z mieszaniny alginianu sodu i PVA poprzez wzrost gestosci usieciowania
[130], [142].

Kolejnym istotnym parametrem analizowanym w obszarze badan
mechanicznych jest elastycznos$¢ opatrunku, gdyz umozliwia ona pacjentowi swobode
ruchu i zapewnia odpowiednie przyleganie w miejscach zgigcia, np. na kolanach czy
tokciach. Elastyczne materiaty opatrunkowe charakteryzujg si¢ wysokim modutem
Younga i wytrzymato$cig na rozcigganie [130], [143]. Badane przez Srivastava [130],
[144] oraz wspolpracownikow badali wptyw dodatku dekstrozy do fibroiny jedwabiu
na elastyczno$¢ 1 wytrzymalos¢ na rozcigganie. W przypadku niemodyfikowanej
fibroiny jedwabiu wydluzenie przy przy zerwaniu wynosito 3,2 + 0,7%. Natomiast
dodatek 15% wag. dekstrozy zwiekszat wartos¢ wydtuzenia przy zerwaniu do stosunek
do 40,1 £+ 2,5% [144]. Jednym z elastycznych opatrunkéw dostepnych na rynku jest
Foam Lite™, ktory jest opatrunkiem piankowym przeznaczonym do stosowania na rany
z niskim wysiekiem. Zauwazono, ze opatrunek ten doskonale dopasowuje si¢ do
ruchow ciala i pozycji ciala pacjenta [130]. Kolejnym elastycznym opatrunkiem
produkowanym w formie odpowiedniej dla roznych czesci ciata jest Biatain® [130],
[145].

W zakresie badan strukturalnych najpowszechniej analizowanymi parametrami
sg wielkosci porow i porowato$¢ opatrunkoéw [128], [131]. Jedna z najczgsciej
wykorzystywanych metod w ocenie morfologi materiatow opatrunkowych jest
skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM, ang. Scanning electron microscopy), ktora
pozwala na doktadne okreslenie wielkosci i rodzaju pordw zaréwno na powierzchni jak
i wewnatrz badanego materiatu [131]. W badaniach prowadzonych przez Lee [133]
1 wspotpracownikéw przy pomocy SEM poréwnano zakresy wielkosci poréw w wielu
dostepnych handlowo opatrunkach 1 analizowano ich wptyw na zdolnos¢ sorpcyjng oraz
wilasciwosci lecznicze w warunkach in vivo. W przypadku opatrunku Medifoam ® N
zarowno $rednice poréw powierzchniowych jak i zakresy ich wielkosci byly najnizsze
w poréwnaniu do pozostatych testowanych opatrunkow (np. Allevyn ®, Biatain ®,
Permafoam ®) i wynosity 25 — 75 um (rozstep 50 um) dla poréw zewngtrznych oraz
100 — 350 um (rozstgp 250 um) dla wielkosci komorki. Zardéwno najmniejsze rozmiary

jak i najmniejsze wartosci rozstepu wielkosci porow porow opatrunku Medifoam ® N
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zapewnialy najwyzsze wilasciwosci absorpecyjne i retencyjne w stosunku do wysieku
z rany, a takze pozwolily na utrzymywanie optymalnej wilgotnosci srodowiska leczenia
rany. Ponadto w testach in vivo badany opatrunek Medifoam ® N wykazywal wysoki
potencjal farmaceutyczny [133]. Nalezy dodaé, ze porowata struktura opatrunku
wpltywa rowniez pozytywnie na jego zdolno$¢ do przepuszczania powietrza i pary
wodnej, ktora takze jest kluczowym czynnikiem w procesie leczenia ran [130], [146].

Najczesciej stosowang metodg analizy wlasciwo$ci chemicznych opatrunkow
jest spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR, ang. Fourier —
transform infrared spectroscopy), ktéra pozwala na ustalenie lub weryfikacje sktadu
chemicznego poprzez identyfikacje konkretnych wigzan chemicznych 1 grup
funkcyjnych. Z punktu widzenia materiatdw opatrunkowych zmodyfikowanych
substancjami farmaceutycznymi, waznym zastosowaniem FTIR jest m. in. badanie
zawartosci substancji w opatrunkach, badanie kinetyki uwalniania substancji
z opatrunkéow jak i réwniez innych proceséw Kkinetycznych, np. penetracji lub
biodystrybucji  substancji  [134]-[136], [147]. W pracy autorstwa Devi
i wspotpracownikow [136] wytwarzano i badano potencjalne materiaty opatrunkowe w
postaci cienkich filméw wykonane z mieszaniny fibryny, chitozanu 1 alginianu sodu.
Przy pomocy FTIR potwierdzono silne sieciowanie fizyczne pomigdzy grupa
karboksylowa alginianu a sprotonowanymi grupami aminowymi obecnymi w fibrynie
i chitozanie, zwane inaczej kompleksem polieletrolitowym [136].

Badania wfasciwosci absorpcyjnych przeprowadzane sg gléwnie w celu
ustalenia ilosci wysigku jaki opatrunek jest w stanie wchionaé i zatrzymacé, co jest
bardzo istotne z punktu widzenia utrzymania wilgotnego srodowiska rany . Skuteczne
zaprojektowanie opatrunku pod katem zarzadzania wilgocig znacznie przyspiesza
gojenie rany, a takze zmniejsza ryzyko maceracji tkanek [128], [133], [137]. Stopien
absorpcji badanych opatrunkéw mozna mierzy¢ np. metodg grawimetryczng w medium
jakim jest sol fizjologiczna buforowana fosforanami (PBS, ang. Phosphate buffered
saline) o stezeniu rownym 0,01M i pH wynoszacym 7,4 [128] lub w wodzie [148].
W pracy doktorskiej badania absorpcji rozwini¢to o wyznaczenie modeli
matematycznych kinetyk pecznienia badanych warstw opatrunkowych, co jest rzadko

spotykang praktyka w dostepnych w literaturze badaniach wtasciwos$ci sorpcyjnych
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opatrunkéw. Modele te pozwalaja na oceng wplywu parametréw wytwarzania
opatrunku na jego koncowe wtasciwosci chionne.

W  przypadku badan uwalniania substancji aktywnych =z materialow
opatrunkowych najpowszechniej spotykang metoda badawcza jest chromatografia
cieczowa (HPLC, ang. High — pressure liquid chromatography) [138]-[140]. Pozwala
ona na zbadanie szybko$ci uwalniania zwigzkéw farmaceutycznych z opatrunku,
a takze na okreSlenie catkowitej ilosci zawartego w opatrunku leku. Ponadto,
na podstawie badan HPLC mozna wyznaczy¢ krzywe uwalniania zwigzku aktywnego
wraz z parametrami kinetycznymi, co pozwala okresli¢ jaki typ uwalniania zachodzi
w przypadku badanego materialu (np. uwalnianie gwattowne, przedtuzone czy
pulsacyjne).

Podstawowymi zadaniami prowadzenia badan mikrobiologicznych opatrunkow
sg: ocena ich aktywnosci przeciw drobnoustrojom, ktéra minimalizuje ryzyko infekcji
1 wspomaga proces gojenia, a takze analiza bezpieczefstwa badanych opatrunkow
wobec komorek ludzkiego ciala. W celu zbadania wiasciwosci antybakteryjnych
powszechnie stosuje si¢ szczepy bakterii Staphylococcus aureus oraz Pseudomonas
aeruginosa w polgczeniu z np. agarowymi testami dyfuzyjnymi (ADT, ang. Agar
diffusion test) czy testami obcigzeniowymi przeprowadzanymi wg japonskiej normy JIS
L 1902 (Japanese Industrial Standard L 1902) oraz AATCC 100 (ang. American
Association of Textile Chemists and Colorists) [149]. Z kolei przy ocenie
bezpieczenstwa opatrunku wykonuje sie¢ m. in. testy cytotoksycznosci [150], proliferacji
[150] oraz migracji [150], [151] z wykorzystaniem np. komorek fibroblastow.

Testy ADT stanowig jedna z najprostszych metod analizy wptywu substancji
antybakteryjnej na badane szczepy bakteryjne umieszczone na ptytkach hodowlanych.
Przeprowadzane mogg by¢ one wedtug norm DIN 58940-3 oraz DIN EN 1SO 20645
[149], wedlug ktorych mikroorganizmy sa réwnomiernie rozprowadzane po plytce
hodowlanej na podtozu agarowym, a nast¢pnie na tak przygotowanym podiozu
umiejscawia si¢ badany opatrunek lub jego fragment. W celu oceny skutecznosci danej
substancji antybakteryjnej przeciwko badanym bakteriom dokonuje si¢ oceny tzw.
strefy zahamowania wzrostu (ZOlI, ang. Zone of inhibition). Powstaje ona w momencie,
kiedy substancja aktywna w okreslonym stezeniu jest skuteczna wobec

mikroorganizméw i hamuje rozrost kolonii w pewnym promieniu od umieszczonego
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materiatu badanego. Niestety istotng wada tej metody jest zalezno$¢ od szybkosci
dyfuzji substancji aktywnej z opatrunku do statego podtoza agarowego [149]. Metody
JIS L 1902 oraz AATCC 100 w przeciwienstwie do ADT sg niezalezne od wtasciwosci
dyfuzyjnych substancji aktywnej, a ponadto pozwalaja na ilo§ciowg analiz¢ aktywnosci
antybakteryjnej badanych opatrunkéw. Wyniki testow obcigzeniowych moga by¢
przedstawiane w formie procentowego spadku liczby bakterii (AATCC 100) lub jako

hamowanie wzrostu bakterii podawane w skali logarytmicznej (JIS L 1902) [149].

1.5. Technologia druku przestrzennego i jej zastosowania w

medycynie

Druk przestrzenny, ktory jest znany roéwniez pod nazwg technologii
addytywnych (AM, ang. Additive manufacturing), stanowi nowoczesng i zaawansowang
cyfrowa technologie wytwarzania réznego typu modeli i skomplikowanych struktur.
Wydruk dokonywany jest na podstawie modeli zaprojektowanych wcze$niej
w $rodowisku projektowania wspomaganego komputerowo (CAD, ang. Computer —
aided design) w sposob bezposredni poprzez warstwowe naktadanie na siebie materiatu
[152], [153].

Bardzo szybki rozwoj druku tréojwymiarowego pozwala rewolucjonizowaé takze
rozmaite obszary wspoétczesnej medycyny, oferujac nowe mozliwosci m. in. w
diagnostyce, leczeniu i rehabilitacji pacjentow. Obecne trendy badawcze nad
wykorzystaniem technologii addytywnych w medycynie koncentruja si¢ na

nastepujacych zagadnieniach:

e wytwarzanie spersonalizowanych bioaktywnych implantéw 1 rusztowan
tkankowych [154],

e produkcja modeli narzadow wewngtrznych wspomagajacych lekarzy
w planowaniu przedoperacyjnym i analizie leczenia chirurgicznego [154], [155],

e proby bezposredniego druku tkanek 1 catych narzadow w taki sposob by
wykazywaty kompletne funkcje fizjologiczne [154], [156], [157],

e prace nad drukiem systemow uwalniania substancji aktywnych [154], [158].

Tematyka niniejszej pracy doktorskiej dotyczaca polimerowych systemow

uwalniania substancji aktywnych, a w szczegolnosci obejmujaca opatrunki uwalniajace
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substancje antybakteryjne zwigzana jest z ostatnim z czterech wymienionych powyzej
zagadnien, tj. z drukiem systemow uwalniania lekow.

Wykorzystywanie technologii addytywnych w zastosowaniach medycznych
niesie za sobg pytanie o to jakie korzysci daje takie rozwigzanie w poréwnaniu do
konwencjonalnych metod produkcyjnych. W pracy autorstwa Salmi [159] zebrano

szereg zalet druku przestrzennego w rdznych obszarach medycznych:

e w ortopedii gtowng przewaga druku trojwymiarowego jest doktadnos¢, niska
cena, oszczedno$¢  czasu, personalizacja 1 mozliwosc  pelnego
zautromatyzowania produkciji,

e w chrurgii jako zalety technologii addytywnych podaje si¢ zmniejszone
narazenie pacjentow na promieniowanie, lepsze zrozumienie anatomii 1 wyzszg
doktadno$¢ przeprowadzania operacji, oszczedno$¢ czasu, a takze wysoki
potencjal innowacyjny,

e w implantologii druk przestrzenny daje m. in. mozliwo§¢ wytwarzania
implantow o  skomplikowanych  geometriach, mozliwo$¢ szybkiego
otrzymywania form do odlewania implantow, mozliwos¢ tatwej modyfikacji
lekami,

e W stomatologii pozwala on na otrzymywanie implantow o porowatej
powierzchni, co wspomaga proces osteoitegracji, zapewnia personalizacje
wytwarzanych implantow stomatologicznych, a takze nizszy naktad pracy

ludzkiej [159].

W  zastosowaniach opatrunkowych najczes$ciej stosowanymi technologiami
druku trojwymiarowego sa: warstwowe osadzanie stapianego materiatu (FDM, ang.
Fused deposition modeling), stereolitografia (SLA, ang. Stereolithography), selektywne
spiekanie laserowe (SLS, ang. Selective laser sintering), natryskiwanie materiatu
w postaci kropel (MJ, ang. Material jetting) zwane takze Polyjet [152], [159] oraz
biodruk bedacy technologia druku z biokompatybilnych materialow (biotuszy)
mogacych zawiera¢ zywe komorki [5], [159], [160]. Wszystkie powyzej wymienione
technologie znajduja rowniez obecnie zastosowanie w druku materiatow
opatrunkowych [161], [162]. Druk przestrzenny moze by¢ wykorzystywany m. in.

do wytwarzania hydrozeli chitozanowych modyfikowanych nanoczgstkami tlenku

56



188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203

204

205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218

POLITECHNIKA -
@55 GDANSKA @

cynku, hydrorozeli z mieszaniny kwasu garbnikowego i keratyny sieciowanej tlenkiem
grafenu, hydrozeli z mieszanin alginianu 1 nanocelulozy, a takze opatrunkoéw
wykonanych z poli(glikolu etylenowego) zmodyfikowanych azotanem srebra
i desferoksyaming [161]. Stosunkowo nowym podejsciem jest biodruk tzw. substytutow
skory, ktore maja za zadanie zastgpienie uszkodzonej w znacznym stopniu tkanki
skornej, a takze pobudzenie organizmu do produkcji komoérek skornych i ECM w celu
przyspieszenia jej regeneracji. Substytuty skory sa takze powszechnie dostgpne
handlowo 1 mogg wystgpowac w postaci jedno lub wielowarstwowej, komérkowej lub
bezkomoérkowej oraz Dbiologicznej badz syntetycznej [163]. Zauwazono, ze
w zastosowaniach opatrunkowych druk przestrzenny najczesciej wykorzystywany jest
do wytwarzania opatrunkéw hydrozelowych. W dostepnej literaturze nie znaleziono
natomiast doniesien o wykorzystywaniu druku w technologii FDM w celu
otrzymywania warstw absorpcyjnych opatrunkéw kompozytowych. Z tego powodu
w niniejszej pracy doktorskiej postanowiono wykorzysta¢ te technologi¢ na jednym
z etapoOw tworzenia kompozytowego opatrunku, dotyczacego otrzymywania

porowatych matryc absorpcyjnych.

Filamenty stosowane w druku przestrzennym do zastosowan medycznych

Obecnie najczescie] stosowanymi polimerami, ktéore wykorzystuje si¢ do
produkcji filamentéw klasy biomedycznej sa m. in.: poli(e-kaprolakton) (PCL) [164],
polilaktyd (PLA) [165], poli(alkohol winylowy) (PVA) [166], hydroksypropyloceluloza
(HPC) [167], etyloceluloza (EC) [168], octan etylenowinylu (EVA) [168] lub
termoplastyczne poliuretany (TPU) [169], [170].

Ze wzgledu na duza biokompatybilno$¢ poliuretanow 1 mozliwos¢ szerokiej
modyfikacji ich wtasciwos$ci mechanicznych, moga by¢ one z powodzeniem stosowane
do wytwarzania filamentow do druku w technologii FDM [171]. Na przyktad, Tao
i wspotpracownicy [172] wytworzyli kompozytowe filamenty z kompozycji PUR/PLA,
z ktérych nastepnie dokonali pomyslnego wydruku spersonalizowanej ortezy palca
wskazujacego (Rys. 1.6). Struktura chemiczna PLA i PUR umozliwia uzyskanie
kompatybilnych mieszanin polimerowych. Grupy estrowe z PLA sa kompatybilne
z elastycznymi segmentami PUR, a takze moga tworzy¢ wigzania wodorowe z grupami

uretanowymi obecnymi w sztywnych segmentach PUR. Wysoka kompatybilnosé¢
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mieszanek PUR/PLA pozwala na prawidlowe wyttaczanie filamentu kompozytowego
i dobrg jako$¢ wydruku [172], [173]. Fakt ten stanowil dla mnie przestanke do

wykorzysatnia tego typu komponentow w przedstawianej pracy doktorskiej.

Rys. 1.6. Obraz przedstawiajacy: a) komputerowy model ortezy palca wskazujacego, b)
wydrukowang orteze palca wskazujgcego z kompozytowego filamentu PUR/PLA [172]

Filamenty wykonane wylacznie z PLA roéwniez sa szeroko stosowane W celu
wytwarzania wydrukow w technologii FDM [174]. PLA jest nietoksycznym
1 biodegradowalnym polimerem charakteryzujagcym si¢ wysoka wytrzymato$cia
mechaniczng, dzigki czemu moze poprawi¢ biokompatybilnos¢ 1 wlasciwosci
mechaniczne filamentu wykonanego z kompozycji PUR/PLA. Ponadto filamenty na
bazie PLA moga by¢ rowniez wykorzystywane do wytwarzania biokompatybilnych
i biodegradowalnych rusztowan. Na przyktad, Ranjan i inni [175] otrzymali filamenty
ztozone z PLA, hydroksyapatytu (HA) i chitozanu (CS), ktéore moga by¢ potencjalnie
wykorzystane do wytwarzania rusztowan wspomagajacych wzrost komoérek kostnych.

Uktady polimerowe zaprojektowane jako filamenty do drukowania 3D mozna
tatwo modyfikowa¢ wieloma zwigzkami nieorganicznymi i organicznymi poprzez
wytlaczanie na gorgco (HME, ang. Hot melt extrusion). W celu poprawy wiasciwosci
mechanicznych, termicznych, reologicznych i1 lepkosprezystych filamentow mozna
zastosowa¢ wypetniacze 1 plastyfikatory [176], [177]. Najpopularniejszymi
wypelniaczami 1 plastyfikatorami sg: fosforan triwapniowy (TCP) [178], [179],
cytrynian trietylu (TEC) [177], hydroksyapatyt (HA) [180], mannitol [181] lub celuloza
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mikrokrystaliczna (MMC) [182]. Ponadto filamenty mozna modyfikowa¢ srodkami
smarnymi (np. glicerolem), aby rozwigza¢ problem blokowania materialu wewnatrz
dyszy [177], [183]-[185].

Filamenty polimerowe zmodyfikowane biologicznie aktywnymi zwigzkami
mozna stosowa¢ do produkcji rusztowan tkankowych charakteryzujacych sie¢
zwigkszong biokompatybilnoscig, a takze do drukowania niektorych systemow
dostarczania lekow polimerowych (DDSs), takich jak tabletki czy opatrunki na trudno
gojace si¢ rany [179], [186]-[188]. Najczesciej testowane sktadniki farmaceutyczne dla
systemOw dostarczania lekow drukowanych przy pomocy technologii FDM, to:
prednizolon, kwas  acetylosalicowy, paracetamol, acetaminofen, teofiling
i indometacyne [185]. W dostepnej obecnie literaturze nie udato si¢ natomiast odnalez¢
jakichkolwiek filamentow do druku 3D w technologii FDM, ktore bylyby
zmodyfikowane siarczanem (VI) amikacyny, ktora postuzyta jako modyfikator
filamentow PUR/PLA w niniejszej pracy doktorskiej.

Aktualna literatura nie dostarcza informacji o zastosowaniach filamentow
kompozytowych PUR/PLA w zakresic wytwarzania materialdw opatrunkowych.
W zwigzku z tym, postanowiono wykorzysta¢ mieszaniny PUR/PLA o ro6znych
stosunkach masowych do wytworzenia filamentéw, ktére maja postuzy¢ do wydruku
polimerowej warstwy matrycowej hybrydowego plastra opatrunkowego. Zastosowanie
PLA ma polepszy¢ biokompatybilno$¢ i wlasciwosci mechaniczne gotowego wydruku,
a ponadto wptyna¢ na degradowalno$¢ matrycy, co powinno pozytywnie wpltywac na

uwalnianie si¢ siarczanu (VI) amikacyny do srodowiska gojenia si¢ rany.
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CZESC EKSPERYMENTALNA

2. Celizakres pracy

Celem pracy doktorskiej jest zaprojektowanie, otrzymanie, modyfikacja oraz
charakterystyka dwoch rodzajow kompozytowych opatrunkow, ktore zgodnie
z panujacymi obecnie trendami potacza w sobie wiele funkcji takich jak: elastycznos¢,
wysokie wtasciwosci chtonne w stosunku do wysieku z rany, mozliwo$c usuwania
tkanek marwticzych z okolic rany, zapewnienie wilgotnego $srodowiska gojenia rany,
tatwej wymiany oraz mozliwos¢ modyfikacji szeroko pojetymi substancjami
aktywnymi.

W zatozeniu kazdy z dwoch opatrunkéw bedzie sie sktadat z warstwy
zewngtrznej, adhezyjnej 1 hybrydowej warstwy absorpcyjnej zmodyfikowanej
substancjami o dzialaniu antybakteryjnym, aby zaopiebiega¢ infekcjom ran w trakcie
gojenia. Opatrunki te roznig si¢ migdzy soba typem warstw absorpcyjnych, ktore
wytwarzane sg przy pomocy odmiennych od siebie technologii, a mianowicie:

- Wartstwa typu A — zlozona z porowatej matrycy wykonanej przy pomocy techniki
SC/PL, zaimpregnowanej nast¢gpnie hydrozelem  zawierajacym  substancje
antybakteryjng — chlorowodorek cyprofloksacyny.

- Warstwa typu B — zawierajaca porowatg matryce drukowang przy pomocy technologii
FDM zanurzong nastgpnie w hydrozelu zawierajgcym substancje antybakteryjng —
siarczan (V1) amikacyny.

Zastosowanie technologii FDM do wytworzenia porowatej matrycy warstwy
absorpcyjnej do tej pory nie bylo stosowane w przypadku opatrunkéw na rany.

Przedstawione powyzej warstwy absorpcyjne charakteryzuja si¢ strukturg
,warstwy w warstwie”, co stanowi istotng nowos¢ technologiczng w odniesieniu do
warstw absorpcyjnych opatrunkéw dostepnych handlowo, ktére najczeSciej maja
budowe jednowarstwowa, a przy wigkszej iloSci warstw tworzacych warstwe
absorpcyjng sg one utozone pietrowo, jedna nad drugg (struktura typu ,,sandwich’).

Zakres i kolejne etapy pracy badawczej przedstawiono na Rys. 2.1. Projekt obu
warstw absorpcyjnych zaktada, ze kazda z nich bgdzie sktada¢ z dwoch polaczonych

Z sobg warstw.
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W warstwie absorpcyjnej typu A rolg matrycy porowatej typu A stanowi
warstwa wytwarzana metodg SC/PL z mieszanin poliuretanowo (PUR) -
polilaktydowych (PLA) lub mieszanin poliuretanu (PUR) z poli(alkoholem
winylowym) (PVA), a warstwa hydrozelowa A jest wykonana z PVA sieciowanego
tetraboranem sodu i zmodyfikowana antybakteryjnym siarczanem (VI) amikacyny.
Catos¢ warstwy absorpcyjnej stanowi matryca porowata typu A pokryta hydrozelem
typu A. W przypadku warstwy absorpcyjnej typu B warstwa porowata typu B
wykonana jest przy pomocy druku w technologii FDM z termoplastycznych filamentow
wykonanych z mieszanin TPU/PLA, a warstwa hydrozelowa typu B bazuje
na mieszaninach agaru pochodzenia naturalnego z polimerami syntetycznymi takimi
jak poli(alkohol winylowy) (PVA) czy poli(winylopirolidon) (PVP) sieciowanych
tetraboranem sodu i zmodyfikowanych antybakteryjnym siarczanem (V1) amikacyny.
Podobnie jak w przypoadku warstwy absorpcyjnej typu A, tak i tutaj cato$¢ warstwy
absorpcyjnej typu B stanowi porowata matryca typu B umieszczona w hydrozelu
typu B.

W ramach charakterystyki otrzymanych warstw absorpcyjnych réznego typu
skupiono si¢ na wykonaniu badan ich wlasciwosci fizykochemicznych oraz
mikrobiologicznych. Pierwsze dotyczyly m. in. oceny wlasciwosci mechanicznych
(testy wytrzymalosci na rozcigganie), strukturalnych (badania wielkos$ci porow),
chemicznych (badania FTIR), absorpcyjnych (wyznaczenie kinetyk pgcznienia
hydrozeli), a takze zdolnos$ci do uwalniania substancji antybakteryjnych (HPLC).

W niniejszej pracy badania nad absorpcja ptyndw przez warstwy hydrozelowe
otrzymywanych opatrunkéw rozszerzono o wyznaczenie matematycznych modeli
kinetyk pecznienia wraz z ich parametrami kinetycznymi. Jest to istotna nowos$¢
naukowa pozwalajgca bezposrednio ustali¢ wptyw rodzaju i ilosci zastosowanych przy
produkcji hydrozelu komponentow na przebieg procesu absorpcji ptynéw. Tego typu
badania sa czasem przeprowadzane dla potencjalnych materialéw opatrunkowych,
o czym donosza publikacje naukowe, jednakze nie udato si¢ odnalez¢ doniesien
0 wyznaczaniu modeli matematycznych pegcznienia dla opatrunkéow dostepnych
komercyjnie.

Ocena wiasciwosci mikrobiologicznych warstw absorpcyjnych dotyczyta badan

ich aktywnos$ci antybakteryjnej wobec wybranych szczepoéw bakterii. Z Kolei
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kompozytowe opatrunki zlozone z warstwy zewnetrznej, adhezyjnej 1 wybranych
warstw absorpcyjnych poddano badaniom bezpieczenstwa wobec komorek ludzkich

(testy cytotoksycznosci, proliferacji i migracji komorkowej).
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1. Zaprojektowanie 2 rodzajow opatrunkow z hybrydowymi warstwami
absorpcyjnymi

Opatrunek typu B

Posiadajgcy warstwe absorpcyjng typu ,,warstwa w
warstwie” sktadajgcg sie zmatrycy porowatej drukowanej
w FDM zanurzonejw hydrozelu
(warstwa absorpcyjna typu B)

Opatrunek typu A

Posiadajgcy warstwe absorpcyjng typu , warstwa w
warstwie” sktadajaca sie z matrycy porowatej wykonanej
metoda SC/PL impregnowanej hydrozelem (warstwa
absorpcyjna typu A)

2. Wytworzenie 2 rodzajow hybrydowych warstw absorpcyjnych

opatrunku
1
1 1
Warstwa typu A Warstwa typu B
» Wytworzenie matryc porowatych PUR/PLA * Wytworzenie filamentéw z kompozycji TPU/PLA
oraz PUR/PVP metoda SC/PL
* Wydruk matrych o réznych ksztaitach wypetnienia

* Wytworzenie hydrozelu Typu A (PVA/BOR v » iochw ahToM

i modyfikacja cyprofloksacyng) *Wytworzenie hydrozelu Typu B (AG/PVA/BOR

i AG/PVP/BOR i modyfikacja amikacyna)
*%aceals plankll hydrozelu w Integralnq ‘ * taczenie drukowanej matrycy i hydrozelu w integralng

warstwe absorpcyjng Typu A . Warstwis absarpeying TypuB

3. Charakterystyka otrzymanych warstw absorpcyjnych

Warstwatypu A Warstwatypu B

* Badania fizykochemiczne porowatych warstw Badania fizykochemi mechaniczne i reologiczne
(SC/PL) otrzymanych filamentéw

« Badania fizykochemiczne hydrozeli typu A i ;:t"'!;;: mchaniczo e tiys ctymanychprypomooy|

 Badania fizykochemiczne warstwy typu A * Badania fizykochemiczne hydrozeli typuB

« Badania mikrobiologiczne warstwy typu A ] * Badania mikrobiologiczne warstwy typuB

~ + Badania uwalniania substancji aktywnejzwarstwy] v Iniania substancji aktywnej z warstwy typuB J

typuA

4. Dobor warstwy zewnetrznej opatrunku

5. Dobor warstwy adhezyjnej opatrunku

6. Otrzymanie prototypowych opatrunkow ztozonych z warstwy zewnetrznej,
adhezyjnej i absorpcyjnej

* Badania mikrobiologiczne prototypowego opatrunku
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332 Rys. 2.1. Plan pracy badawczej w cze$ci eksperymentalnej pracy doktorskiej
333
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3. Sposob otrzymania hybrydowych warstw absorpcyjnych

opatrunku

Na potrzeby pracy doktorskiej opracowano i wykonano dwa typy (Typ A oraz
Typ B) hybrydowych warstw absorpcyjnych opatrunku o strukturze "warstwy
w warstwie", ktore roznity si¢ od siebie technologig otrzymywania 1 wykorzystanymi
w tym celu materiatami. Pierwszy typ warstwy absorpcyjnej (A) zostal wytworzony
metoda powlekania porowatych matrych typu A hydrozelem typu A. Dzigki tej
technologii mozliwe jest uzyskanie warstwy absorpcyjnej opatrunku o wysokiej
zdolno$ci chionnej (poprzez zwigkszenie wilasciwosci sorpcyjnej porowatej matrycy
wykonanej metodg SC/PL przez pokrycie jej hydrozelem) oraz dobrej wytrzymatosci
mechanicznej. Rozwigzania bazujace na potaczeniu zalet plynacych z potaczenia
piankowych matryc porowatych i hydrozeli w obrgbie jednej warstwy absorpcyjnej sa
obecnie stosowane komercyjnie, jednakze sg to struktury typu ,,sandwich”, tzn. warstwy
utozone pigtrowo jedna nad drugg. Drugi typ warstwy absorpcyjnej (B) zostat
wytworzony za pomoca technologii druku trojwymiarowego porowatych matryc
w technologii FDM (matryce porowate typu B) a nastepnie powlekania ich hydrozelem
typu B. W tym celu zastosowano prototypowe filementy wytworzone z kompozycji
PUR/PLA. Zastosowana metoda w zatlozeniu ma pozwoli¢ na precyzyjne
zaprojektowanie struktury warstwy absorpcyjnej, tj. ksztattu 1 wielkos$ci porow, ktore
maja wplyw na proces pochtaniania wysigku oraz uwalniania substancji antybakteryjnej

do rany.

3.1. Warstwa absorpcyjna typu A

3.1.1. Otrzymywanie porowatej matrycy typu A (SC/PL)

Porowate matryce typu A wytworzono za pomocag prostej i ekonomicznej
techniki odlewania  rozpuszczalnikowego potaczonego z *tugowaniem porogenu
(SC/PL). W dalszej czgsci pracy porowate matryce typu A nazwano kompozytowymi
matrycami porowatymi (CPMs, ang. Composite porous matrices). W pierwszym etapie
przygotowano 100 g mieszanki polimerowej zawierajacej PUR (EpalineEpaflex 380 A
10 25, poli(estro uretan) oraz PLA (Ingeo 7032D) lub PVA (Mowiol 4-88, M,, = 31 000
Da) w ilosci 10, 20 lub 30% wag. Nastepnie, mieszaniny PUR/PVA rozpuszczono
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w DMSO, a mieszaniny PUR/PLA rozpuszczono w mieszaninie THF/DMSO (1:6
wag./wag.). Roztwory mieszano w kolbach zaopatrzonych w chiodnice zwrotne
w temperaturze 90°C az do rozpuszczenia polimerdéw. Stezenia wagowe mieszanin
polimeréw PUR/PLA 1 PUR/PVA w roztworach DMSO 1 THF/DMSO wynosity 20%.
W kolejnym kroku chlorek sodu (frakcja o $rednicy 50 — 200 um) dodano jako porogen
do 10 gramoéw jednorodnych roztworow w warunkach intensywnego mieszania. Do
mieszaniny dodawano chlorek sodu do uzyskania konsystencji pasty (40 g NaCl).
Nastepnie mieszaning przeniesiono do szklanych, okragtych foremek (o $rednicy 10 cm
1 wysokosci 0,5 cm) 1 umieszczono w zamrazarce na 48 godzin w temperaturze -20°C.
Otrzymane kompozytowe matryce porowate zanurzano w wodzie destylowanej na 7
dni, a nastgpnie suszono przez 1 dzienh w temperaturze 60°C. Symbole i1 opis

otrzymanych matryc zestawiono w Tabeli 3.1.

Tabela 3.1.Symbole otrzymanych kompozytowych matryc porowatych (CPMs) wraz z ich

krotkim opisem.

Symbol Opis

PUR/10PLA Matryce wykonane z PUR i 10% wag. PLA
PUR/10PVA Matryce wykonane z PUR i 10% wag. PVA
PUR/20PLA Matryce wykonane z PUR i 20% wag. PLA
PUR/20PVA Matryce wykonane z PUR i 20% wag. PVA
PUR/30PLA Matryce wykonane z PUR i 30% wag. PLA
PUR/30PVA Matryce wykonane z PUR i 30% wag. PVA

3.1.2. Otrzymywanie hydrozelu typu A (PVA sieciowany boraksem)

W  pierwszym etapie otrzymano hydrozele typu A niezmodyfikowane
cyprofloksacyng (UnMHs, ang. Unmodified hydrogels). W tym celu przygotowano
osobno roztwory wodne PVA (4% wag.) i boraksu (2% wag.) w wodzie destylowane;j.
Proces rozpuszczania prowadzono w temperaturze 70°C przez 4 godziny przy pomocy
mieszadta magnetycznego, do uzyskania homogenicznych mieszanin. Roztwory PVA
1 boraksu podgrzano nastepnie do 90°C i1 mieszano razem w stosunkach 1:3, 1:2 1 1:1

(wag./wag.) przez 2 godziny, do otrzymania jednorodnych, klarownych roztwordow.
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Hydrozele A zmodyfikowane chlorowodorkiem cyprofloksacyny (CLHSs, ang.
Ciprofloxacin loaded hydrogels) otrzymano przez inkorporacj¢ chlorowodorku
cyprofloksacyny (Cipro) do wewnatrz sieci polimerowej hydrozeli w trakcie ich
otrzymywania. W pierwszym etapie przygotowano roztwor wodny zawierajacy 1,5%
wag. Cipro, 10% wag. kwasu L-askorbinowego (LAA) i 4% wag. PVA poprzez
mieszanie w temperaturze 90°C przez 2h, az do uzyskania homogenicznego roztworu.
Nastepnie, do tak przygotowanwego roztworu wodnego Cipro, LAA i PVA dodawano
wodny roztwor boraksu o stgzeniu 2% wag. w trzech roznych proporcjach: 3:1, 2:1 lub
1:1 (wag./wag.). LAA zastosowano w celu obnizenia pH do odczynu kwasnego
1 uniknigcia w ten sposob wytracania si¢ Cipro. Dzigki temu zabiegowi otrzymane
roztwory wodne PVA-Cipro-LAA byly jednorodne podczas mieszania z roztworem
boraksu. Symbole i opisy hydrozeli zaréwno niezmodyfikowanych (H1-H3), jak
I zmodyfikowanych Cipro (H4-H6) zestawiono w Tabeli 3.2. Roztwory
o wspomnianych wyzej proporcjach przeniesiono do okragtych form i suszono przez 24

godziny w temperaturze 20°C.

Tabela 3.2. Symbole otrzymanych hydrozeli A niezmodyfikowanych cyprofloksacyna
(UnMHs) oraz zmodyfikowanych cyprofloksacyng (CLHS) wraz z ich krotkim opisem

Symbol Opis
H1 Hydrozel z roztworow PVA i boraksu w proporcji 1:1
wag./wag.
Hydrozele typu A (wag /_ %) , . .
. . Hydrozel z roztworow PVA i boraksu w proporcji 2:1
niezmodyfikowane H2
(UnMHs) (wag./wag.)
H3 Hydrozel z roztworow PVA i boraksu w proporcji 3:1
(wag./wag.)
Hydrozel sporzadzony z roztworu 4% PVA, 1,5% Cipro i
H4 10% LAA zmieszany z roztworem boraksu w stosunku 1:1
Hvdrozele tvpu A (wag./wag.)
ycroze'e typu Hydrozel ztozony z roztworu 4% PVA, 1,5% Cipro i 10%
zmodyfikowane .
H5 LAA zmieszany z roztworem boraksu w stosunku 2:1
cyprofloksacyna
(CLHs) (wag./wag.)
Hydrozel ztozony z roztworu 4% PVA, 1,5% Cipro i 10%
H6 LAA zmieszany z roztworem boraksu w stosunku 3:1
(wag./wag.)
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3.1.3. Opracowanie metody tgczenia porowatej matrycy typu A z hydrozelem

typu A

Do wytworzenia hybrydowych warstw absorpcyjnych uwalniajacych
cyprofloksacyn¢ (F-HALs, ang. Foam — Hydrogel Absrorption Layer) zastosowano
technike zanurzeniows. Otrzymane CPMs (Tabela 3.1) zanurzano przez 1 godzing
w roztworach hydrozeli (Tabela 3.2) o temperaturze 90°C (aby zapobiec
przedwczesnemu zelowaniu). Nastepnie otrzymane F-HALS przeniesiono do suszarki
i suszono przez 24 godziny w temperaturze 40°C. W Tabeli 3.3 zestawiono zawarto$¢

wszystkich F-HALS, a Rys. 3.1 obrazuje proces wytwarzania F-HALS.

Tabela 3.3. Symbole otrzymanych hybrydowych warstw absorpcyjnych (F-HALs) wraz z ich

krétkim opisem.

Symbol Opis

F-HAL1 Warstwa absorpcyjna wykonana z matrycy PUR/30PLA pokrytej H4
F-HAL2 Warstwa absorpcyjna wykonana z matrycy PUR/30PLA pokrytej H5

F-HAL3 Warstwa absorpcyjna wykonana z matrycy PUR/30PLA pokrytej H6

F-HAL4 Warstwa absorpcyjna wykonana z matrycy PUR/30PVA pokrytej H4
F-HAL5 Warstwa absorpcyjna wykonana z matrycy PUR/30PV A pokrytej H5

F-HALG6 Warstwa absorpcyjna wykonana z matrycy PUR/30PVA pokrytej H6
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1. PUR/PVP ( . -
2. PUR/PLA gomozeni(=ol) N wymywanie porogenu

(_/w;le}/vame (soli) w wodzie
0 Torm

grzanie mleszame wymrazanle
o @
90°C, 4h -20°C, 48h

1. DMSO 20% wag. R
2. DMSO/THF roztwor Zanurzanle w B

polimerowy R L roztworze
hydrozelu A

2% wag. wodny roztwdér LIRS Tt o
tetraboranu sodu \ 2 P~ AN
Lctetiabotant:sodt wylewanie —_ e ARRR.
N/ hydrozelu A do AT r3
. zlewki /,, '. 'y

hybrydowa warstwa
grzame absorpcyjna typu A
wylewame

90°C, 2h hydrozelu A do
& form
suszenie (20 i 24h)
wodny roztwdr zawierajgcy: KororaninE @

4% wag. PVA, 1.0% wag.. mieszanina
kwasu L-askorbinowego i hydrozelu A Mikrograf SEM
1,5% wag. cyprofloksacyny hydrozelu A (x2500)

/1 ) suszenie (60°C, 24h)
// 2) docinanie

Rys. 3.1. Schemat otrzymywania hybrydowej warstwy absorpcyjnej typu A (thumaczenie na
jezyk polski na podstawie publikacji Carayon I., Szarlej. P. et al. Polyurethane based hybrid

ciprofloxacin-releasing wound dressings designed for skin engineering purpose [189])

3.2. Warstwa absorpcyjna typu B

3.2.1. Otrzymywanie prototypowych filamentéw do druku 3D

Polimerowe filamenty, z ktérych nastepnie przy pomocy technologii FDM
wytworzono porowate matryce typu B bedace czgscig sktadowa warstw absorpceyjnych
typu B, uzyskano za pomocg metody wytlaczania na goraco (HME, ang. Hot melt
extrusion) przy uzyciu wyttaczarki jednoslimakowej, dwustrefowej firmy Brabender.
Temperatura wyttaczania zawierala si¢ w przedziale 175-205°C, a predkos¢ obrotowa
wynosita 60-120 RPM. W celu wytloczenia filamentow wykorzystano nastgpujace
substraty: PUR Epaline 390A 10 25 (Epaflex Polyurethanes), PLA 7032D
(IngeoBiopolymer).

Pierwszym etapem otrzymywania porototypowych filamentow bylo
przygotowanie mieszanin granulatow PUR Epaline 390A 10 25 z dodatkiem 2,5 -
12,5% wag. PLA 7032D. Nastgpnie tak przygotowane mieszaniny poddano wyttaczaniu
do postaci filamentow o $rednicy 1,75 £ 0,1 mm. Symbole uzyskanych probek wraz

Z objasnieniami i parametrami wytlaczania zestawiono w Tabeli 3.4.

Tabela 3.4. Symbole, parametry wyttaczania i opis probek uzyskanych filamentow
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Symbol Temp. | Temp. 1l Predkosé Opis probki
strefy [°C]  strefy [°C] obrotowa
[RPM]

TPU 195 185 70 Filament wykonany w
catosci z PUR

PLA 195 185 90 Filament wykonany w
catosci z PLA

COMP-2,5PLA 205 185 80 Filament wykonany z
dodatkiem 2,5% wag.
PLA do PUR

COMP-5PLA 205 185 80 Filament wykonany z
dodatkiem 5% wag. PLA
do PUR

COMP-7,5PLA 195 185 120 Filament wykonany z
dodatkiem 7,5% wag.
PLA do PUR

COMP-10PLA 195 185 120 Filament wykonany z
dodatkiem 10% wag.
PLA do PUR

COMP-12,5PLA 195 185 120 Filament wykonany z

dodatkiem 12,5% wag.
PLA do PUR

W celu modyfikacji filamentow siarczanem (VI) amikacyny (AMI) wybrano

jedng z kompozycji na podstawie wilasciwosci fizykochemicznych 1 mozliwosci

wydruku wykonanego z niej filmentu. Modyfikacje przeprowadzono na dwa sposoby.

Pierwszy sposob (AMI-1) polegat na modyfikacji wyttoczonego wczesniej filamentu.

Mate fragmenty filamentu (0,06-0,08 g) zanurzono w 5 ml 0,5% roztworu siarczanu

(VI) amikacyny w wodzie dejonizowanej. Filament wyj¢to po 7 dniach inkubacji

1 suszono w suszarce prozniowej w 50°C przez 12 godzin i zwazono. Drugi sposéb

modyfikacji (AMI-2) polegat na dodaniu 0,5% wagowego siarczanu (VI) amikacyny do

granulatu, z ktdrego nastepnie wykonano filament.
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3.2.2. Otrzymywanie matryc porowatych B (druk 3D FDM)

Na podstawie testow mozliwosci wydruku oraz wlasciwosci mechanicznych
kompozycji PUR/PLA, do wytworzenia porowatych matryc polimerowych wybrano
filament wytworzony z kompozycji COMP-7,5PLA. Pomimo wyzszych wskazniko
wilasciwosci mechanicznych kompozycji COMP-10PLA i COMP-12,5PLA, proby ich
wydrukowania zakonczyty si¢ niepowodzeniem ze wzgledu na niskg homogenicznos¢
kompozycji COMP-10PLA i COMP-12,5PLA.

Porowate matryce polimerowe zaprojektowano w programie FlashPrint,
a nastepnie wytworzono je w technologii FDM za pomoca drukarki 3D FlashForge
Inventor. Czas wydruku wynosit okolo 90 minut w przypadku matryc
prostopadtosciennych i okoto 150 minut w przypadku matryc w ksztatcie wiosetek
przeznaczonych do prob wytrzymalosci na rozcigganie. Parametry wydruku matryc
umieszczono w Tabeli 3.5. Projekty modeli matryc polimerowych o réznych
architekturach wypelnienia (heksagonalnej, liniowej oraz trdjkatnej) przedstawiono na
Rysunku 3.2. Nalezy zwr6ci¢ uwage,ze pomimo zastosowania takiej samej gestosci
wypehienia dla wszystkich modeli (30%) otrzymywane struktury nie tylko wykazuja
rézne architektury wypetnienia, ale réwniez odmienne wielko$ci porow. Porowate
matryce typu B otrzymano we wspolpracy z Panig mgr inz. Edyta Pitat z Katedry

Technologii Polimerow Politechniki Gdanskiej.

Tabela 3.5. Parametry wydruku porowatych matryc polimerowych

Parametr Wartos¢

Temperatura ekstrudera 215°C

Temperatura stolika 50°C

Predkos$¢ druku 10 mm/s

Wysokos$¢ warstwy 0,18 mm

Liczba obrysow 2

Gestos¢ wypelnienia 30%

Wzér wypelnienia Heksagonalny, trojkatny, liniowy

Heksagonalny: 3 mm
Projektowana wielko$¢ porow Liniowy: 1,1 mm

Liniowy: 3 mm
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Kat startu 45°
Kat krzyzowy 90°
Raft Brak
Brim Brak
a) b) c)

SRR

R 88 ,;’3?»
.

Rys. 3.2. Projekty drukowanych matryc porowatych B o0 réznych ksztattach wypetnienia:

a) heksagonalnym, b) liniowym oraz c) trojkatnym (wykonano samodzielnie w

oprogramowaniu FlashPrint)

3.2.3. Otrzymywanie hydrozelu typu B (Agar/PVA, Agar/PVP sieciowany boraksem)

Do otrzymania hydrozelu wykorzystano: agar pochodzenia naturalnego E406
(Biomus, Lublin, Polska), polimery syntetyczne: poliwinylopirolidon (PVP) K15
81390 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) oraz poli(alkohol winylowy) (PVA) Mowiol
4-88 ( Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) , substancje sieciujaca: tetraboran sodu (BOR)
Na,B40; x 10 H,O (TechlandLab, Tarnobrzeg, Polska), substancje¢ aktywna: siarczan
amikacyny (AM) 2,0. BP853 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) i wode dejonizowang
1 klasy czystosci jako rozpuszczalnik.

Hydrozele otrzymano poprzez fizyczne sieciowanie. W pierwszej kolejnosci
rozpuszczono agar w wodzie o temperaturze wynoszacej ok. 100°C, intensywnie
mieszajgc. Nastgpnie dodawanono PVP lub PVA i1 rozpuszczono w tych samych
warunkach. Do tak przygotowanych roztworéow dodawano tetraboran sodu. Kolejnym
krokiem bylo wymrazanie hydrozeli w temperaturze -20°C przez 24 godziny
1 rozmrazanie w temperaturze 22°C przez 24 godziny. Cykl ten powtdrzono 3 razy,
a nastgpnie hydrozele umieszczono w wodzie dejonizowanej na 24 godziny w celu

usunigcia nieprzereagowanych zwigzkow. Gotowe hydrozele nast¢pnie pakowano
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prézniowo i przechowywano w temperaturze 4°C. Stosujac te procedure przygotowano

jedenascie glownych rodzajow niezmodyfikowanych hydrozeli (Tabela 3.6).

Tabela 3.6. Symbole probek hydrozeli i ich sktad

Zawarto$¢ skladnikéw [% wag.]

Symbol Tetraboran
Woda Agar PVP PVA
sodu

AG 98,4 1,6 0 0 0
AG/0.8BOR 97,6 1,6 0 0 0,8
AG/1.6BOR 96,8 1,6 0 0 1,6
AG/0.4PVP/0.8BOR 97,6 1,2 0,4 0 0,8
AG/0.8PVP/0.8BOR 97,6 0,8 0,8 0 0,8
AG/0.4PVP/1.6BOR 96,8 1,2 0,4 0 1,6
AG/0.8PVP/1.6BOR 96,8 0,8 0,8 0 1,6
AG/0.4PVA/0.8BOR 97,6 1,2 0 0,4 0,8
AG/0.8PVA/0.8BOR 97,6 0,8 0 0,8 0,8
AG/0.4PVA/1.6BOR 96,8 1,2 0 0,4 1,6
AG/0.8PVA/1.6BOR 96,8 0,8 0 0,8 1,6

Dwa rodzaje hydrozeli zmodyfikowano substancjag czynng — Siarczanem
amikacyny. Dodawano go podczas syntezy hydrozelu w temperaturze 100°C przy
intensywnym mieszaniu. Ilo§¢ siarczanu amikacyny wynosita 0,072% na mase
hydrozelu dla probek AG/0.8PVP/0.8BOR/AM oraz AG/0.8PVA/0.8BOR/AM.
W przypadku hydrozeli HB 1 oraz HB 2, ktore zostaly przygotowane do badan
uwalniania siarczanu amikacyny oraz oceny cytotoksycznos$ci, proliferacji 1 migracji
komorek, masy zawartosci siarczanu amikacyny wynosity kolejno 0,1 oraz 0,2 % wag.

Sktad modyfikowanych hydrozeli przedstawiono w Tabeli 3.7.

Tabela 3.7. Sktad hydrozeli zmodyfikowanych siarczanem amikacyny

Symbol Zawarto$¢ skladnikow [% wag.]

73



509
510
511
512
513
514
515
516

o17

518
519
520

521
522
523
524
525

526
527
528
529
530
531

POLITECHNIKA ;
&55 GDANSKA @

Tetraboran Siarczan
Woda Agar PVP PVA

sodu amikacyny
AG/0.8PVP/0.8BOR/AM 97,528 0,8 0,8 0 0,8 0,072
AG/0.8PVA/0.8BOR/AM 97,528 0,8 0 0,8 0,8 0,072
HB_1 97,5 0,8 0 08 08 0,1
HB_2 97,4 0,8 0 08 08 0,2

Aby wybra¢ probki hydrozeli do modyfikacji siarczanem amikacyny, zmierzono
1 obliczono kinetyke pecznienia wraz z gestoscia, srednig masg czasteczkowa miedzy
wezlami sieci oraz ggsto$¢ usieciowania. Na podstawie wynikéw tych parametrow
wybrano probki o najwyzszych zdolnosciach chtonnych i zmodyfikowano je substancja
aktywng. Nastgpnie zbadano rownowagowa zawartos¢ wody, przeprowadzono analizg
FTIR oraz zmierzono katy zwilzania probek hydrozelowych przed i po procesie
modyfikacji.

3.2.4. Opracowanie metody wytwarzania opatrunku hybrydowego

W celu wytworzenia opatrunku hybrydowego, dokonano testéw Iaczenia
warstw: zewnetrznej, warstwy absorpcyjnej typu B oraz warstwy adhezyjnej

z wykorzystaniem nast¢pujacych zwigzkow:

o Kilej tkankowy HISTOACRY L — klej na bazie cyjanoakrylanu,

o Kilej tkankowy IFABOND - klej na bazie cyjanoakrulanu n — heksylu,

o 5% wag. roztwor wodny poli(alkoholu winylowego) w wodzie
destylowanej (uzyty PVA: Emprove® Essential, Sigma Aldrich, Poznan, Polska,
Mc = 31 000 g/mol).

Proby laczenia warstw wykonywano z wykorzystaniem kazdego z powyzszych
zwigzkOw osobno. bLaczenie warstw nastgpowalo poprzez naniesienie powyzszych
zwigzkow do wewnatrz warstwy zewnetrznej opatrunku oraz na powierzchnie
porowatej matrycy polimerowej drukowanej przy pomocy technologii FDM. Nastepnie,
porowata matryce¢ umieszczano w zewngtrznej warstwie ochronnej i zalewano

hydrozelami B o oznaczeniach HB_1 oraz HB 2 w formie cieklej i pozostawiano do

74



532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542

543
544

545
546
o547
548
549
550

POLITECHNIKA -
&5 GDANSKA @

krzepnigcia w temperaturze 20 °C. Ostatnim etapem bylo nalozenie warstwy
adhezyjnej.

Podj¢te proby wstepne wykazaty, ze dogodnym materialem od strony
technicznej do taczenia warstw opatrunku 1 do zastosowania jako warstwa adhezyjna
to 5% wag. roztwor wodny poli(alkoholu winylowego) w wodzie destylowane;.
W przypadku klejow HISTOACRYL oraz IFABOND dochodzito do zniszczenia
zewnetrznej warstwy ochronnej 1 drukowanej matrycy poliuretanowej ze wzgledu
na ich wrazliwos$¢ na zwiazki cyjanoakrylanowe.

Ksztatt 1 wielko$¢ wytwarzanych probek opatrunkow dostosowano do 6 —
dotkowych ptytek testowych, aby moc przeprowadzi¢ badania mikrobiologiczne

(Rys. 3.3).

Rys. 3.3. Fotografia ptytek testowych dotkowych stosowanych do otrzymywania opatrunkow

o srednicy 3,4 cm
Finalnie otrzymano 2 rodzaje opatrunkow hybrydowych: HO 1 (zawierajacy

w warstwie absorpcyjnej hydrozel HB 1 1 matryc¢ porowata B) oraz opatrunek HO 2
(zawierajacy w warstwie absorpcyjnej hydrozel HB 2 i matryc¢ porowata B).
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4. Metodyka badan

4.1. Warstwa absorpcyjna typu A
4.1.1. Porowate matryce typu A (PUR/PLA i PUR/PVP)

Badanie wielkosci poréw i porowatosci

Oceng morfologiczng otrzymanych porowatych matryc typu A przed i po
degradacji przeprowadzono przy uzyciu mikroskopu cyfrowego, model avp028f8,
certyfikowanego przez FC & CE (Flood Control and Coastal Emergency) oraz RoHS
(Restriction of HazardousSubstances). Obrazy obserwowano przy powigkszeniach 40x
1 800x. Do rejestracji obrazéw mikroskopowych wykorzystano komputer stacjonarny
z oprogramowaniem VidCap. Uzyskane obrazy pozwolily rowniez na okreslenie
wielkosci i rodzaju poréw oraz dodatkowo ocene wzajemnych potaczen porow.
Do analizy obrazow mikroskopowych wykorzystano oprogramowanie Imagel
(Rasband, W.S., ImageJ, U.S. Nationallnstitutes of Health, Bethesda, Maryland, USA,
1997-2021) [189]. Porowato$¢ obliczano za pomocg nastepujgcego rownania (1):

\'
P=1- (v1 -

2 3

Va

)x 100 % (1)

gdzie:
V; - objetosé etanolu [em®];
V; - objetosé etanolu po zanurzeniu matrycy [cm®];

V3 - objetos¢ etanolu po usunieciu matrycy [cm?].

Badanie degradacji krétkoterminowej i dtugoterminowej

Badania degradacji przeprowadzono metoda standardowg dla potencjalnych
materiatow do zastosowan medycznych z wykorzystaniem roztworéw wodnych 5M
NaOH, 2M HCI i 0,01 PBS (roztwor soli fizjologicznej buforowanej fosforanami). Jest
to standardowa metoda badawcza dla biomaterialdéw opisana wczesniej w literaturze
[189]-[191].

Z otrzymanych porowatych matryc wycigto okraglte probki (Srednica = 0,7 cm,
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powierzchnia = 0,38 cm?, grubosé = 0,2 cm). Z kazdego rodzaju matryc pobrano po trzy
probki i przechowywano je w 1,5 ml wybranego medium degradacyjnego. Proces
degradacji prowadzono w temperaturze 37°C przez 7 i 14 dni (5M NaOH 1 2M HCI) lub
przez 1, 7, 14, 28 1 56 dni (0,01 M PBS). Przed badaniami probki suszono 1 wazono
przy uzyciu wagosuszarki (RADWAG MAX50/SX) w temperaturze 60°C. Po procesie
degradacji probki ptukano woda destylowang, suszono w temperaturze 60°C przez 24 h

1 ponownie wazono. Ubytek masy probek mierzono za pomocg nastgpujacego wzoru

).

m; — My
AM = <—> X 100 % (2
my

gdzie:
AM - ubytek masy [%];
My - masa poczatkowa [g];

m; - masa po degradacji [g].

Analiza statystyczna

Analizg statystyczng przeprowadzono za pomocg oprogramowania Origin Pro
8.5 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA). Do wyznaczenia roznic
statystycznych wykorzystano jednoczynnikowa analize wariancji ANOVA (a = 0,05),
dwuczynnikowg analiz¢ wariancji ANOVA (o = 0,05) oraz test Tukeya (o = 0,05) (n=3)
[189].

4.1.2. Hydrozele A (PVA sieciowany boraksem)

Badanie struktury chemicznej przy pomocy spektroskopii w podczerwieni

z transformacjq Fouriera (FTIR)

Badanie probek za pomoca spektrometru FTIR pozwala na wyznaczenie drgan
charakterystycznych dla grup funkcyjnych wystepujacych w materiale. Aby wykazaé
obecno$¢ charakterystycznych wigzan w otrzymanych hydrozelach, probki badano
za pomocg spektrometru Nicolet 8700 (ThermoElectron Corporation, Wilmington, DE,
USA) wyposazonego w modut z przystawka ATR GoldenGate firmy Specac. Badanie
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prowadzono z rozdzielczoscia 4 cm™. Kazda probke badano stosujac 256 skanow
na probke w zakresie widmowym od 4000 do 500 cm™ [189]. Badanie FTIR wykonano
we wspotpracy z Katedrg Chemii Fizycznej Politechniki Gdanskie;.

Badanie morfologii powierzchni z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii
elektronowej (SEM) sprzezonej ze spektroskopiq rentgenowskq z dyspersjq energii
(EDX)

Morfologi¢ hydrozeli w postaci suchej badano za pomoca mikroskopu
elektronowego FEI QUANTA 250 FEG SEM (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) przy napigciu przyspieszajacym 20 kV i powigkszeniu 1000x i 2500x.
Do okreslenia skladu pierwiastkowego hydrozeli zastosowano spektrometr
rentgenowski z dyspersja energii. Czas skanowania pomiaru wynosil 200 s na probke.
Przed analiza hydrozele poci¢to na cylindryczne probki ($rednica = 0,8 cm,
powierzchnia = 0,5 cm?) i pokryto zlotem za pomoca napylarki Quorum 150T E
(Quorum Technologies, Laughton, East Sussex, UK). Analiz¢ EDX przeprowadzono
3 razy dla kazdego typu probki zmodyfikowanej chlorowodorkiem cyprofloksacyny
[189]. Analiz¢ SEM i EDX przeprowadzono we wspoOlpracy z Instytutem

Nanotechnologii i Inzynierii Materialowej Politechniki Gdanskie;.

Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono za pomocag oprogramowania Origin Pro
8.5 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA). Do wyznaczenia rdznic
statystycznych wykorzystano jednoczynnikowsg analiz¢ wariancji ANOVA (a = 0,05),
dwuczynnikowg analiz¢ wariancji ANOVA (a = 0,05) oraz test Tukeya (a = 0,05) (n=3)
[189].
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4.1.3. Warstwa absorpcyjna typu A (porowata matryca typu A impregnowana
hydrozelem A)

Badanie uwalniania chlorowodorku cyprofloksacyny z warstw absorpcyjnych typu A

przy pomocy wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)

Uwalnianie substancji czynnych z wytworzonych hybrydowych warstw
absorpcyjnych (F-HAL1-F-HALG6) przeprowadzono za pomocg systemu Agilent 1200
LC skladajacego si¢ z autosamplera ALS, pompy binarnej, odgazowywacza,
termostatowanej komory kolumny i detektora DAD (A = 277 nm). Rozdzielanie
chromatograficzne substancji czynnej (Cipro) przeprowadzono na kolumnie ZORBAX
Eclipse XDB-C8 (Agilent) LC (150 x 4,6 mm, 5 um) w warunkach izokratycznych
z mieszaning 0,02 M roztworu KH2PO4 (zakwaszonego do pH = 2,7) 1 acetonitryl
(80:20 obj./obj.). Zastosowano szybkos¢ przeptywu 0,8 ml/min, a objetosé
wstrzyknigcia ustalono na 20 pl. Temperature kolumny utrzymywano na poziomie
35°C. Kalibracj¢ Cipro przeprowadzono metoda kalibracji zewngtrznej. Robocze
roztwory wzorcowe (0,5, 1, 5, 10, 50, 100 ug/ml) przygotowywano codziennie przez
rozcienczanie roztworu podstawowego woda destylowang i1 analizowano w trzech
powtorzeniach (n = 3). Probki (F-HAL1-F-HALG) pocigto na kawalki o $rednicy = 0,7
cm 1 grubosci = 0,2 cm). W kolejnym kroku przygotowane probki zanurzono w wodzie
dejonizowanej (5 ml) i inkubowano w temperaturze 37°C. Po okreSlonym czasie
inkubacji dla kazdej probki analizowano fazg wodng. Probki przygotowano
i analizowano w trzech powtérzeniach [189]. Badania HPLC przeprowadzono

we wspoOlpracy z Katedrg Chemii Analitycznej Politechniki Gdanskiej.

Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg oprogramowania Origin Pro
8.5 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA). Do wyznaczenia roznic
statystycznych wykorzystano jednoczynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA (a = 0,05),
dwuczynnikowg analize¢ wariancji ANOVA (o = 0,05) oraz test Tukeya (o = 0,05) (n=3)
[189].
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4.2. Warstwa absorpcyjna typu B

4.2.1. Wstepna ocena materiatow PUR/PLA (otrzymanych metodq wtrysku)

przeznaczonych na filamenty

Badania wytrzymatosciowe materiatow TPU/PLA przeznaczonych na filamenty

Wytrzymato$¢ na rozcigganie (Tsg), modul Younga (E), wydluzenie przy
zerwaniu (g) oraz wydtuzenie trwale (gp) TPU, PLA oraz materiatéw otrzymanych
z kompozycji TPU/PLA badano za pomoca uniwersalnej maszyny wytrzymatosciowej
Zwick&Roell Z020 na podstawie normy PN-EN ISO 527-1-3:1998, PN-EN 1SO 527-4-
5-2000 i PN-ISO 37:2007 z predkoscig 150 mm/min i drogg pomiarowa wynoszaca
20 mm [192].

Badanie twardosci

Twardo$¢ otrzymanych materiatéw mierzono metodg Shore'a wedtug PN-EN
ISO 868:2005 przy uzyciu elektronicznego twardosciomierza Shore'a typu D. Wyniki
okreslono jako $rednig z dziesieciu pomiaréw. Uzyskane dane przedstawiono w skali

Shore'a (Sh D).
4.2.2. Prototypy filamentdw (otrzymane przez wyttaczanie)

Badanie struktury chemicznej przy pomocy spektroskopii w podczerwieni

z transformacjq Fouriera (FTIR)

Analize spektroskopowa w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR)
przeprowadzono przy pomocy spektrometru FTIR Nicolet 8700 w temperaturze
pokojowej. W skiad wyposazenia urzadzenia wchodzit modut z przystawka ATR (ang.
Attenuated Total Reflectance) GoldenGate firmy Specac. Zakres spektralny obejmowat
przedziat 4000-500 cm™. Liczba skanéw na probke wynosita 254, przy rozdzielczosci
wynoszacej 4 cm™ [192]. Badanie FTIR wykonano we wspdlpracy z Katedra Chemii
Fizycznej Politechniki Gdanskie;.
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Badanie stanu powierzchni przy pomocy mikroskopii optycznej (MO)

i skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM)

Powierzchni¢ filamentow TPU/PLA otrzymanych w procesie wyttaczania
badano stosujac skaningowy mikroskop elektronowy FEI Quanta 250 FEG przy
napigciu przyspieszajacym 10 kV. Przed badaniem prébki pokryto 15 nm warstwg ztota
w urzadzeniu do napylania katodowego Leica EM SCD 500 [192]. Analizg
przeprowadzono we wspolpracy z Instytutem Nanotechnologii i Inzynierii Materiatlowe;j
Politechniki Gdanskie;j.

Stan powierzchni zaréwno przed jak i po procesie degradacji krotkoterminowej
oraz kalcyfikacji filamentow TPU/PLA badano mikroskopem optycznym XREC
stosujac powickszenia x40 1 x800. W przypadku analizy degradacyjnej oceniano
obecno$¢ peknie¢ i1 ubytkbw na powierzchni badanych filamentow. Odpornos¢
filamentow na kalcyfikacje oceniano na podstawie obecnosci na powierzchni

wytraconych soli fosforanowo — wapniowych [192].

Degradacja krétkoterminowa

Badanie degradacji krotkoterminowej przeprowadzono w nastepujacych
mediach: 2 M HClg), 5 M NaOHq i 0,1 M CoCl, w 20% H,0,. Jest to standardowa
procedura opisana wczesniej w literaturze [191], [193]-[195]. Mozna przyjac, ze 15 dni
ekspozycji na dziatanie 0,1 M CoCl, w 20% H,0, odpowiada 10 tygodniom
przebywania probki w warunkach in vivo [195]. Filamenty poci¢to na odcinki
o dtugosci ok. 1 cm, a nastgpnie tak przygotowane probki suszono i wazono przy uzyciu
wagosuszarki (RADWAG MAXS50/SX), ustawionej na 60°C do uzyskania stalej masy
(ubytek masy ponizej 1 mg/120 s). Przygotowano 9 prébek kazdego z badanych
filamentow (po 3 prébki na kazde medium degradacyjne) i umieszczono nastepnie
w ptytkach testowych wypetionych 5 ml wybranych mediow degradacyjnych:
roztworem utleniajgcym 0,1 M CoCl2/20% H,0,, kwasnym roztworem 2M HCI oraz
zasadowym roztworem 5 M NaOH. Probki inkubowano w 37°C, a zmiany masy probek
badano po 15 dniach. Probki wyjmowano z roztworéw, przemywano i umieszczano na
arkuszu papieru celem wstepnego osuszenia probek. W celu wysuszenia i zwazenia,

probki ponownie umieszczano w wago suszarce w temperaturze 60°C, do uzyskania
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statej masy (ubytek masy ponizej 1 mg/120 s) [192]. Ubytek masy obliczono wedtug

wzoru (3):

AM = (P2) X 100 % 3)

mg
gdzie:
AM - ubytek masy [%];
Mo - masa poczatkowa [g];

m; - masa po degradacji [g].

Badanie kalcyfikacji

Badanie kalcyfikacji przeprowadzono w celu oceny odpornosci badanych
filamentow na wytracanie si¢ soli fosforanow wapnia. Do badania wykorzystano
roztwor Golomba - Wagnera, ktory sktadat si¢ z 3,87 milimola (mM) CaCl,, 2,32 mM
K2HPO, (stosunek masowy jonow Ca/PO,4= 1,67) i 0,05 M buforu Tris (w tym badaniu
C4H11NO3) rozpuszczonego w 1 ml wody dejonizowanej [196], [197]. Filamenty
pocigto na odcinki o dtugosci ok. 1 cm i tak przygotowane probki suszono i wazono
przy uzyciu termowagi (RADWAG MAXS50/SX) ustawionej na 60°C. Nastgpnie po
3 probki kazdego badanego filamentu umieszczono w ptytce testowej i zalano 5 mi
roztworu Golomba — Wagnera [192]. Postep kalcyfikacji badano po 15 dniach od

rozpocze¢cia badania. Wyrazony jest on zgodnie z wzorem (4):

M = (PE22) 5 100 % (@)

0
gdzie:

AM - zmiana masy [%];

Mo - masa poczatkowa [g];

m; - masa po kalcyfikacji [g].

Badanie mozliwosci wydruku otrzymanych filamentow

Przygotowane filamenty zostaly przetestowane pod katem drukowalnosci

za pomocg drukarki 3D FFF FlashForgelnventor I® (FlashForge, Jinhua, Chiny). Pliki
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G-code zostaty przygotowane przy uzyciu oprogramowania FlashPrint (wersja 4.2.0)
(FlashForge, Jinhua, Chiny). Proby wydruku prowadzono z wykorzystaniem modelu
szeScianu o dlugosci boku wynoszacym 2 cm. Zastosowano nastepujgce parametry:
temperatura stotu roboczego: 50°C, bazowa predko$¢ druku: 30 mm/min, wysokos¢
warstwy: 0,18 mm, wypetnienie: 15%, liniowe,liczba obrysow: 3; warstwy zamykajace:
3 goérne i 3 dolne. Wykonano trzy proby dla kazdego filamentu, r6znigce si¢ miedzy

sobg temperaturami glowicy drukujacej: 210 °C, 220 °C i 230 °C [192].

Badanie wtasciwosci antybakteryjnych

Aktywnos¢ przeciwbakteryjng filamentu zmodyfikowanego siarczanem (VI)
amikacyny oceniano wobec szczepdéw bakteryjnych E. coli, P. fluorescens, S. aureus
i S. epidermidis metodg krgzkowo - dyfuzyjng. Szczepy bakteryjne pozyskano
z Katedry Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii Politechniki Gdanskie;.
Hodowle podstawowe utrzymywano przez okresowe przesiewanie na szalkach z agarem
odzywczym, ktére przechowywano w temperaturze 4°C. Przed kazdym eksperymentem
szczepy bakteryjne byty odswiezane przez hodowanie w pozywce Luria - Bertani (LB)
i inkubowane przez 24 godziny w temperaturze 37 °C. Pozywke LB przygotowano
przez rozpuszczenie 10 g NaCl, 10 g peptonu i 5 g ekstraktu drozdzowego w 1 litrze
wody destylowanej, a nastgpnie autoklawowanie (121 °C, 1,5 atm, 20 min)
1 schtadzanie do temperatury pokojowej. Wszystkie odczynniki dostarczyta firma BTL
Sp. z 0. 0., L6dZ, Polska. Nastepnie hodowle bakteryjne rozcienczono dziesig¢ciokrotnie
pozywka LB i 0,1 cm® zawiesiny bakteryjnej rozprowadzono na phytkach z agarem LB
1 inkubowano w 37°C przez 24 godziny. Filamenty poci¢to na odcinki o dtugosci ok. 1
cm, sterylizowano 70% etanolem, a nast¢pnie umieszczono pod lampa UV na 30 min.
Nastepnie filmenty delikatnie umieszczono na ptytkach agarowych za pomoca
pesety.Plytki inkubowano w 37°C przez 24 godziny. Po inkubacji przeanalizowano
wystepowanie stref zahamowania wzrostu bakterii wokot probek filamentow.
Aktywnos$¢ antybakteryjng filamentow testowano w 5 powtodrzeniach. Podczas testu
mikrobiologicznego na powierzchni kazdej ptytki agarowej umieszczano jedng probke
filamentu [192]. Analize wlasciwos$ci antybakteryjnych filamentéw przeprowadzono we

wspotpracy z Katedra Biologii Molekularnej i Biotechnologii Politechniki Gdanskie;.
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Badanie profilu uwalniania siarczanu (VI) amikacyny ze zmodyfikowanych

filamentéw (HPLC)

Roztwor podstawowy siarczanu (VI) amikacyny (1 mg/ml) przygotowano
w wodzie dejonizowanej i przechowywano w -3°C. Roztwory Kalibracyjne (2,5, 5, 12,5,
25, 50, 75 pg/ml) przygotowano przez rozcienczenie roztworu podstawowego woda
dejonizowang. Probki filamentow modyfikowanych siarczanem (VI) amikacyny, po
uprzednim wysuszeniu, zanurzono w 1,5 ml wody dejonizowanej w fiolkach
Eppendorfa i pozostawiono na okreslony czas: 2 min, 5 min, 30 min, 1 h, 3 h, 3 dni, 5
dni 1 7 dni. Z kazdego fi lamentu przygotowano po 3 probki. Po okreslonych czasach
roztwory przeniesiono do fiolek chromatograficznych i analizowano.

Oznaczanie siarczanu (V1) amikacyny przeprowadzono metodg HPLC-MS/MS
w trybie monitorowania wielu reakcji (monitorowanie wielu reakcji - 586,4-163,2;
potencjat deklastrowania - 126 V; energia zderzen - 47 V) przeprowadzono przy uzyciu
systemu Agilent 1200 Series Rapid Resolution LC (USA) skladajacego si¢ z pompy
binarnej, autosamplera SL, termostatowanej kolumny i odgazowywacza. System byt
sprzezony z potrojnym kwadrupolowym spektrometrem mas Q-Trap 4000 (AB SCIEX,
USA) ze Zrodtem jonizacji elektrorozpylania (ESI) pracujacym w trybie jondéw
dodatnich. Inne parametry zrodta ESI byly nastepujgce: ciSnienie gazu kurtynowego:
25 psi, temperatura zrodia: 450 °C, ci$nienie gazu nebulizatora: 35 psi, ciSnienie gazu
grzejnego: 45 psi 1 napigcie kapilary wynoszace: 5000 V.

Catkowity przebieg pojedynczej analizy wynosit 4 min. Faza ruchoma sktadata
si¢ z mieszaniny wody 1 metanolu (80:20 v/v) z 0,1% kwasem mrowkowym.
Zastosowano szybkos¢ przeptywu 0,3 ml/min, a objetos¢ nastrzyku wynosita 3 ul. Do
rozdzialu uzyto kolumny chromatograficznej AgilentEclipse Plus CI8 3,5 pm
(4,6 x 100 mm). Temperatur¢ kolumny utrzymywano na poziomie 35°C [192].

Badanie HPLC przeprowadzono we wspotpracy z Katedrg Chemii Analitycznej
Politechniki Gdanskie;.
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4.2.3. Matryce porowate typu B drukowane w technologii 3D FDM

Badanie wielkosci poréw

Oceng wielkosci porow drukowanych matryc porowatych B przeprowadzono
przy uzyciu mikroskopu cyfrowego, model avp02818, certyfikowanego przez FC & CE
(Flood Control and Coastal Emergency) oraz RoHS (Restriction of Hazardous
Substances). Obrazy obserwowano przy powigkszeniu 40x. Do rejestracji obrazéw
mikroskopowych wykorzystano komputer stacjonarny z oprogramowaniem VidCap. Do
analizy obrazéw mikroskopowych wykorzystano oprogramowanie ImageJ (Rasband,
W.S., ImageJ, U.S. Nationallnstitutes of Health, Bethesda, Maryland, USA,
https://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2021) [189].

Badanie wytrzymatosci na rozcigganie

Badanie wytrzymatosci na rozcigganie porowatych matryc poliuretanowych
przeprowadzono za pomocg uniwersalnej maszyny wytrzymatosciowej Zwick & Roell
Z020 na podstawie normy PN-EN 1SO 527-1-3:1998, PN-EN 1SO 527-4-5-2000 i PN-
ISO 37:2007. W tym celu wydrukowano probki o ksztalcie wioselek, ktore
przedstawiono na rysunku 4.1. Badaniu poddano po trzy probki reprezentujagce matryce
o r6znych wzorach wypehienia: heksagonalnym, linlowym oraz trojkatnym.
W Tabeli 4.1 przedstawiono parametry badania. Badanie wytrzymatosci na rozcigganie
przeprowadzono we wspOtpracy z Panig mgr inz. Edyta Pitat z Katedry Technologii

Polimeréw Politechniki Gdanskiej.

Rys. 4.1. Polimerowe matryce porowate o wypetnieniu (od lewej): heksagonalnym, liniowym

oraz trojkatnym

Tabela 4.1. Parametry statycznej proby rozciggania

Parametry badania statycznego Warto$é

rozciggania wprowadzone do programu
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Softend gorny 1000 mm
Softend dolny 723,392 mm
Odleglo$¢ mocowania probki 62,791 mm
Sita wstepna 0,5 MPa
Predkos¢ badania 300 mm/min
Dhugo$¢ pomiarowa standardowej drogi 25 mm

4.2.4. Hydrozele typu B (Agar/PVA sieciowane boraksem)

Ocena homogenicznosci warstw hydrozelowych przy pomocy mikroskopii optycznej

Morfologi¢ hydrozeli obserwowano przy uzyciu mikroskopu optycznego Delta
Optical MET-1000 TRF (Delta Optical, Nowe Osiny, Polska) z kamera
MTR3CMOS20000KPASony imx183 (ToupTekPhotonicsSony Hangzhou, Chiny,
Tokio, Japonia) przy powigkszeniu x40 na uwodnionych probkach hydrozeli. Do
obserwacji uzyto oprogramowania ToupView (Toup Tek Photonics, Hangzhou

Zhejiang, Chiny). Obserwacj¢ prowadzono w temperaturze pokojowe;.

Badanie kinetyki pecznienia

Do badania pecznienia z kazdego rodzaju zsyntetyzowanego hydrozelu wycigto
po trzy cylindryczne probki o $rednicy 12 mm i wysuszono w temperaturze 60°C do
uzyskania stalej masy (ubytek masy ponizej 1 mg/120 s), stosujagc wagosuszarke MA
50.R (RADWAG, Radom, Polska). Nast¢pnie kazdg z probek umieszczano w 20 ml
wody o temperaturze 20°C, nastgpnie wyjmowano z medium w ustalonych odst¢pach
czasu, ktadziono na papierze w celu usunigcia nadmiaru wody i wazono na wadze
analitycznej AS 110. R2 (RADWAG, Radom, Polska). Warto$ci pecznienia obliczono

za pomocg rownania (5).

_ M=y o
gdzie:
W — pecznienie [%],

m; — masa spgczniatego hydrozelu w czasie (t) [g],

86



843
844

845
846
847
848
849
850
851
852
853
854
855
856
857
858
859
860

861
862
863
864
865
866
867
868

869

POLITECHNIKA -
& 55 GDANSKA @

Mo — masa suchego hydrozelu przed badaniem [g].

Krzywe pecznienia dla kazdego hydrozelu wykonano przy pomocy
oprogramowania OriginPro 9.0 (OriginLab Corporation, Northamption, USA).
Przedstawiono je w postaci zalezno$ci $rednich wartosci pgcznienia z odchyleniem
standardowym od czasu (pomiary prowadzono z przyjeciem n = 3 probki dla kazdego
rodzaju hydrozelu). W celu analizy mechanizmu pe¢cznienia, wybrano kilka modeli
kinetycznych dopasowanych do danych eksperymentalnych (modele pierwszego
i drugiego rzedu oraz model Korsmeyera — Peppasa), uzywajac oprogramowania
OriginPro 9.0 (OriginLab Corporation, Northamption, USA). Parametry pgcznienia dla
réznych modeli matematycznych obliczono wykorzystujac $rednie wartosci pgcznienia
wraz z odchyleniami standardowymi (n=3) w funkcji czasu (t) dla kazdego rodzaju
hydrozelu.

W przypadku kinetyki pierwszego rzgdu warto$¢ pecznienia w dowolnym
momencie (t) jest proporcjonalna do pochlonigcia $rodka speczniajacego przed
osiagnigciem pecznienia roéwnowagowego (Weg) [198]. Kinetyke pierwszego rzedu

reprezentuje rownanie (6)

O = Ky (Weg — Wy, (6) [198]

gdzie:
Weq— pecznienie rownowagowe [%o],
W — pecznienie w czasie (t) [%],

K, — stala kinetyki pgcznienia pierwszego rzedu [min'l].

Rownanie (2) po scatkowaniu przyjmuje forme rownania (7):

W = Weq(1 — ek, (7) [198]
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Parametry pecznienia obliczono rowniez zgodnie z kinetyka drugiego rzedu z réwnania

(8):

= Ka(Weq = W2 ® [199)

gdzie:

Weq— pgcznienie rtownowagowe [%],
t — czas [min],

W — pecznienie w czasie (t) [%],

K, — stata kinetyki pecznienia drugiego rzedu [% 'min™].

Przy zatozeniu, ze Wy = W = 0 oraz to=t = 0, rbwnanie (8) po scatkowaniu moze zostac¢

przeksztatcone do nieliniowego réwnania (9):

KWeq’t

= 9) [199
w 1+ KWeqt’ (9) [199]

Nieliniowy model dyfuzji Korsmeyera — Peppasa mozna zastosowa¢ w celu zbadania

mechanizmu sorpcji wody do matrycy hydrozelowej wedtug rownania (10) [200]:

W = Kgt", (10) [200]
gdzie:

W — stopien pecznienia w czasie (t) [%],
Ky — stata kinetyki pecznienia modelu Korsmeyera — Peppasa [min™]
n — wyktadnik dyfuzji [-].

Dyfuzja Ficka i transport Typu II sa kontrolowane przez relaksacj¢ tancuchow

polimerowych i sg wyrazone przez wartosci n rowne odpowiednio 0,51 1.
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Badanie gestosci (d,), Sredniej masy czqsteczkowej miedzy weztami sieci (M)
i gestosci usieciowania (pc)

Gestos¢ hydrozeli wyznaczono za pomoca wagi analitycznej AS 110.R2
z zestawem do pomiaru ggstosci ciat statych Density Kit 85 (RADWAG, Radom,
Polska) na uwodnionych probkach hydrozeli. Gestos¢ okreslono na podstawie roznicy
mas probek wazonych w powietrzu iw metanolu jako cieczy pomiarowej. Pomiary
przeprowadzono w temperaturze pokojowej (20°C), dla trzech probek z kazdego
rodzaju hydrozelu. W oparciu o $rednig wartos¢ gestosci, obliczono $rednig maseg

czasteczkowa migdzy weztami sieci 1 ggsto$¢ usieciowania zgodnie z rownaniem (11).

1y
M. = — des(Vz,s3—%) (11) [93]
c— ln(l—V2_5)+V2’S+XV2’52’

gdzie:

M. — $rednia masa czasteczkowa miedzy weztami sieci [ﬁ],

dp— gestos$¢ hydrozelu w stanie uwodnionym [ﬁ],

Vs— molowa frakcja wody [-],

V,s— objetosciowa frakcja polimeru w hydrozelu [-].

Objetosciowa frakcja polimeru w hydrozelu (V,s) moze by¢ wyznaczona
zgodnie rownaniem (12):
Voo = [+ 2 (52— 1)1 (12) [93]
gdzie:
dp — gestos¢ uwodnionego hydrozelu [ﬁ],
ds — gestos¢ rozpuszcezalnika [ﬁ],

M, — masa uwodnionego hydrozelu [g],

My, — masa suchego hydrozelu [g].

Ponadto, y jest parametrem oddziatywania rozpuszczalnika z siecig polimerowa, ktory

mozna wyznaczy¢ na podstawie wartosci V, s, korzystajac z rownania (13):

89



921
922
923

924
925

926
927

928
929

930

931
932
933
934
935
936
937
938

939
940
941
942

943

944

945
946

POLITECHNIKA ;
&55 GDANSKA @

CIn(1=V,5) + Vo
VZ,SZ .

X (13) [93]

W celu obliczenia gestosci usieciowania zastosowano rownanie (14):

- P (14) [93], [201]

gdzie:
_ t04¢ .. . [m_o]]
Qe gestos¢ usieciowania |—|,
3
U — objetos¢ wlasciwa hydrozelu w stanie uwodnionym [%]1
dp— gestos¢ uwodnionego hydrozelu [C%],

M. — $rednia masa czasteczkowa miedzy weztami sieci [ﬁ]

Badanie zawartosci wody wolnej w hydrozelach

Badania zawartosci wody przeprowadzono poprzez zwazenie uwodnionych
i wysuszonych probek hydrozelu na wadze analitycznej AS 110.R2 (RADWAG,
Radom, Polska). W tym celu z kazdego rodzaju hydrozelu wycigto po trzy walcowate
probki o $rednicy 8 mm. Nastgpnie, probki suszono w temperaturze 60°C przy uzyciu
wagosuszarki MA 50.R (RADWAG, Radom, Polska), az do uzyskania stalej masy
(ubytek masy ponizej 1 mg/120 s). Pomiary odbywaly si¢ w temperaturze pokojowe;j.

Zawarto$¢ wody w hydrozelach H [%] obliczono wedlug réwnania (15).

m1 - mo
H=—%x100%, (15) [202]
my
gdzie:
H — zawartos¢ wody wolnej [%],
m,— masa poczatkowa uwodnionego hydrozelu [g],

m;— masa wysuszonego hydrozelu [g].

Badanie struktury chemicznej hydrozeli (FTIR)

Spektroskopie w podczerwieni z transformacja Fouriera uzyskano za pomoca
spektrometru Nicolet 8700 (ThermoFisher, Waltham, USA) w zakresie 4000-500 cm™

z rozdzielczoscia 4 em™ i 128 skanéw na probke w temperaturze pokojowe;.
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Wyposazenie urzadzenia stanowita takze przystawka ATR (ang. Attenuated Total
Reflectance) GoldenGate firmy Specac. Badanie przeprowadzono dla wysuszonych

probek otrzymanych hydrozeli.

Badanie kqta zwilzania, energii powierzchniowej i pracy adhezji

Do pomiaru kata zwilzania probek uwodnionych hydrozeli zastosowano
goniometr Rame-Hart 90-U3-PRO (Rame-Hart, Succasunna, USA)
z oprogramowaniem Drop Image Pro (Media Cybernetics, Rockville, USA). Jako ciecz
pomiarowag wykorzystano dijodometan (Sigma-Aldrich Saint Louis, USA). Pomiary
wykonano w temperaturze pokojowej. Badania kata zwilzania przeprowadzono we
wspotpracy z Panig mgr inz. Edyta Pitat z Katedry Technologii Polimeréw Politechniki
Gdanskie;.

Badanie wtasciwosci antybakteryjnych hydrozeli

Badanie wlasciwos$ci przeciwbakteryjnych przeprowadzono z wykorzystaniem
ptynnych hodowli szczepow bakterii S. epidermidis i E. coli, ktore sg przyczyng wielu
zakazen szpitalnych, takich jak zakazenia rozleglych ran czy zakazenia pooperacyjne
[203]. Do testu wykorzystano S. epidermidis (szczep ATCC 35984) i E. coli (szczep
ATCC 25922), ktore sa podatne na dzialanie siarczanu (VI) amikacyny. Badanie
przeprowadzono zgodnie z metoda opisang szczegdlowo ponize;j.

W celu zbadania aktywnosci przeciwbakteryjnej wybranych hydrozelowych
materiatbw  kontrolnych  (AG/0.8PVA/0.8BOR i AG/0.8PVP/0.8BOR) oraz
odpowiadajacych im materialdow hydrozelowych modyfikowanych 0,072 % wag.
siarczanu (VI) amikacyny (AG/0.8PVA/0.8BOR/AM i AG/0.8PVP/0.8BOR/AM)
wobec S. epidermidis (szczep ATCC 35984) i E. coli (szczep ATCC 25922), z kazdego
z nich wycieto 6 prostokatnych probek o wymiarach 2 x 1 cm. Nastgpnie pobrano
1 koloni¢ kazdego testowanego szczepu z odseparowanych szalek Petriego
i przeniesiono do 1 ml $wiezej, sterylnej pozywki Luria-Bertani (LB) (Sigma-Aldrich)
przy uzyciu sterylnej ezy. Probowki z umieszczono nastgpnie w wytrzasarce
z inkubatorem powietrznym Innova 42 (New Brunswick), gdzie wytrzasano je przez
16 godzin w 37°C przy 150 RPM. Po 16 godzinach hodowli, 0,75 ml kazdej hodowli
bakteryjnej przeniesiono oddzielnie do 280 ml $wiezej pozywki LB w kolbie
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Erlenmeyer’a. Nastepnie oba szczepy bakteryjne hodowano w identycznych warunkach
jak przedstawiono powyzej w wytrzasarce z inkubatorem powietrznym (New
BrunswickIlnnova 42, Eppendorf), az oba szczepy osiagnety gestos¢ optyczng hodowli
ODgoo W zakresie 0,3-0,4.

W nastepnym kroku 10 ml hodowli S. epidermidis (szczep ATCC 35984) lub
E. coli (szczep ATCC 25922) przeniesiono do 27 sterylnych probéwek Falcon (50 ml).
W kolejnym kroku do 24 probéwek dodano po 6 probek kazdego z 4 rodzajow
badanych materialtdow hydrozelowych (2 niemodyfikowane i 2 modyfikowane
siarczanem amikacyny). Do pozostatych 3 z 27 probéwek nie dodano zadnych
materiatow  hydrozelowych. Stanowity one kontrole wzrostu odpowiednio
dla S. epidermidis (szczep ATCC 35984) lub E. coli (szczep ATCC 25922). Nastepnie
hodowle przeniesiono do inkubatora powietrznego Innova 42 (New Brunswick) na 16h
w 37°C przy 150 RPM. Po inkubacji dokonano spektrofotometrycznego pomiaru
wartosci  ODgoo  (Biospectrometer  Basic, Eppendorf). Badanie aktywnosci
antybakteryjnej hydrozeli przeprowadzono we wspotpracy z Katedra Biotechnologii

Molekularnej i Mikrobiologii Politechniki Gdanskie;j.

Badanie uwalniania siarczanu (VI) amikacyny z hydrozeli w warunkach in vitro

(HPLC)

W celu przeprowadzenia badania czasowego uwalniania siarczanu (V1)
amikacyny z wykonanych hydrozeli wykorzystano nastepujace odczynniki: disiarczan
amikacyny (AMI) (Interquim, CAS 39831-55-5), woda dejonizowana (HLP5 system;
Hydrolab), metanol (MeOH) (cz. do HPLC; VWR), kwas nonafluoropentanowy
(NFPA) (Apollo Scientific).

Probki do badan porzygotowano w nastepujacy sposob: w 10 ml H,O
destylowanej umieszczano 0,2 g hydrozelu, a nast¢gpnie po uptywie okreslonego czasu
pobierano 1 ml probki przekazanej do dalszych badan, a uklad z hydrozelem
uzupehiano $wiezg porcja 1 ml H,O destylowanej. Przygotowane probki wykonane
zostaly w 3 powtorzeniach.

Oznaczenia st¢zenia siarczanu (VI) amikacyny w roztworach dokonywano przy
pomocy chromatografu cieczowego Agilent 1200LC, wyposazonego w degazer, pompg,

autosampler, termostat oraz detektor ELSD 1260 Infinity II.
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W celu dokonania kalibracji przygotowano wodny roztwor siarczanu (VI)
amikacyny (AMI) o stezeniu 1 mg/ml. Nastgpnie, poprzez rozcienczanie woda
dejonizowana, przygotowano w kolbach miarowych seri¢ 5 roztworéw kalibracyjnych
w zakresie od 2 pg/ml do 50 pg/ml.

Zawarto$¢ uwolnionej AMI okre§lono jako ,skumulowane uwalnianie”
(CR, ang. cumulative release), liczone jako stosunek ilo$ci uwolnionej AMI [mg] po
okreslonym czasie do masy polimerowego materiatu [g], uzytego w badaniu (zgodnie

Z rownaniem 15).

R % (15) [202]
M
gdzie: CR, — ilos¢ AMI, uwolniona z polimerowego nosnika w czasie ¢ [mg]; M — masa
materialu polimerowego wzigta do badania.

[lo§¢ uwolnionej AMI oznaczano z wykorzystaniem chromatografii tworzenia
par jonowych (ang. lon-pairing Liquid Chromatography, IPLC) oraz detekcji
rozproszenia $wiatta laserowego (ELSD, ang. evaporative light scattering detector).
Warunki chromatograficzne zestawiono w Tabeli 4.2.

Tabela 4.2. Warunki chromatograficzne.
Kolumna chromatograficzna Zorbax RX C18 (150 x 4.6 mm, 5 pm)
Eluent A H,0 + 0,1% NFPA
Eluent B MeOH + 0,1% NFPA

Program elucji

Natezenie przeplywu fazy ruchomej
Objeto$¢ nastrzyku

Temperatura kolumny chromatograficznej

Parametry pracy detektora ELSD

0 min —55% B

8 min —80% B

0,75 ml/min

50 ul

60°C

temperatura parownika: 50°C; temperatura
rozpylacza: 90°C; natezenie przeptywu azotu:

1,2 SLM; wzmocnienie: 2,2

1023

93



1024

1025
1026
1027

1028
1029

1030
1031

1032

1033
1034
1035
1036
1037
1038
1039
1040
1041
1042
1043

1044

1045
1046
1047
1048
1049
1050

POLITECHNIKA ;
&55 GDANSKA @

W Tabeli 4.3 przedstawiono sklad poszczegdlnych probek hydrozeli
z uwzglednieniem % wagowych. Masy przygotowywanych probek wynosity 100g.

Tabela 4.3. Sktad matryc hydrozelowych B zmodyfikowanych siarczanem (VI) amikacyny

Probka Woda [%]  Agar [%] PVA[%] Tetraboransodu [%]  AMmI [%]

HB 1 HB.1 97,5 0,8 0 0.1
HB 2 HB.2 97,4 0,8 0 0.2

Badania HPLC przeprowadzono we wspotpracy z Katedra Chemii Analitycznej
Politechniki Gdanskiej.

4.2.5. Warstwa absorpcyjna typu B (matryca drukowana w 3D FDM pokryta
hydrozelem B)

Badanie cytotoksycznosci i proliferacji

Cytotoksyczno$¢ warstw absorpcyjnych wobec ludzkich komoérek skory
(keranocyty HaCaT, firboblasty 46BR.1IN oraz fibroblasty pierwotne) oraz wobec
komorek macierzystych tkanki thuszczowej (ASCs) oceniono przy pomocy testu LDH.
Zbadano takze wplyw opatrunkéw na proliferacje tych komorek przy pomocy testu
XTT. Opatrunki umieszczono na ptytce 6 — dotkowej, do kazdego dotka dodano 3,3 ml
pozywki DMEM 1 inkubowano przez 24 h w temperaturze 37 °C. Nastegpnie tak
przygotowany ekstrakt zbierano, wirowano 1 stymulowano nim komoérki (48 h
inkubacji, standardowe warunki, stymulacja ekstraktem o stezeniach 100%, 75%, 50%
i 25%). Dobrano metode ekstraktéw zgodng z normg ISO 10993-5, dopuszczong
w testowaniu biomateriatow. Badania przeprowadzono we wpotpracy z Panig dr

Mileng Deptutg z Zaktadu Embriologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Ocena wptywu opatrunkéw na migracje komdrek skérnych i macierzystych

Wptyw opatrunkéw hybrydowych na migracje komorek skory (keranocyty
HaCaT, firboblasty 46BR.1N oraz fibroblasty pierwotne) oraz komoérek macierzystych
tkanki tluszczowej (ASCs) oceniono przy pomocy insertow do migracji. Opatrunki
umieszczono na ptytce 6 — dotkowej, do kazdego dotka dodano 3,3 ml pozywki DMEM
1 inkubowano przez 24 h w temperaturze 37 °C. Nastepnie tak przygotowany ekstrakt

zbierano, wirowano i stymulowano nim komorki, w ktérych przez dodanie mitomycyny
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C zablokowano proliferacje (24 h inkubacji, standardowe warunki, stymulacja
ekstraktem o stezeniach 100% 1 50%). Dobrano metode ekstratkow zgodng z normg ISO
10993-5. Po inkubacji komorki ptukano, nastepmnie utrwalano 4% paraformaldehydem
1 barwiono fioletem krystalicznym o stezeniu 0,05%. Wybarwione komorki
fotografowano i mierzono pole powierzchni rysy przy pomocy oprogramowania
GRYPHAX. Badania przeprowadzono we wpolpracy z Panig dr Mileng Deptula
z Zaktadu Embriologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
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5. Wyniki badan

5.1. Warstwa absorpcyjna typu A
5.1.1. Porowate matryce typu A (SC/PL)

Badanie wielkosci poréw i porowatosci

Obrazy mikroskopowe matryc porowatych A (CPMs) przedstawiono
na Rys. 5.1. Otrzymane CPM charakteryzowaly si¢ §rednig porowatoscia w zakresie od
69 do 81%. Szczegotowo dla probek PUR/10PLA, PUR/20PLA i PUR/30PLA
porowato$¢ zostata okreslona nastepujaco: odpowiednio 69,22 + 2,01%, 73,06 + 2,33%
172,03 £ 2,04% (Rys. 5.2). Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA potwierdzita,

ze warto$ci te nie roznity si¢ statystycznie (o = 0,05).

Rys. 5.1. Mikroskopia optyczna matryc porowatyc A (CPMs): a) PUR/10PVA,
b) PUR/20PVA, c) PUR/30PVA, d) PUR/10PLA, e) PUR/20PLA, f) PUR/30PLA
(powiekszenie 800x).
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Rys. 5.2. Srednia porowatos¢ (+ odchylenie standardowe) otrzymanych matryc porowatych A

(CPMs) (n = 10).
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Rys. 5.3. Sredni rozmiar poréw (+ odchylenie standardowe) oraz zakresy wielkoéci porow

otrzymanych matryc porowatych A (CPMs) (n = 10).

We wszystkich przypadkach uzyskano CPMs o porach sferycznych tworzacych

system otwarty (wystepowanie potaczen pomiedzy porami). Dla probek PUR/10PVA,

PUR/20PVA i PUR/30PVA otrzymana porowato$¢ byla nieco wyzsza (odpowiednio
73,25 + 0,59%, 76,21 + 0,46% 1 81,01 + 1,61%, Rys. 5.2) w poréwnaniu z CPMs
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uzyskanymi przy uzyciu sktadu PUR/PLA. Jednoczynnikowa analiza statystyczna
ANOVA wykazala, ze §rednie wartosci porowatosci dla PUR/10PVA i PUR/20PV A nie
roznily si¢ statystycznie (o = 0,05). Test Tukeya wykazat natomiast, ze porowatos$¢ dla
PUR/30PVA byta istotnie wyzsza niz dla PUR/10PVA i PUR/20PVA (a = 0,05).
W pordéwnaniu z poliuretaowymi opatrunkami piankowymi, ktore charakteryzuja si¢
najczesciej porowatoscig w zakresie od 78 do 95% (Srednio 87%) [131], wylacznie
warstwy bazujace na kompozycji PUR/30PVA osiagnety zadowalajacy stopien
porowatosci (81,01 = 1,61%). Warto jednak dodaé, ze pozostate badane warstwy
wykazywaty porowato$ci tylko nieznacznie nizsze od 78%. Mozna uznaé, ze rodzaj
dodawanego sktadnika w kompozycie, w tym przypadku PLA lub PVA, wplywa
na porowato$¢ otrzymanych kompozytéw. Wyzsza porowatos¢ CPMs wytworzonych
z kompozycji PUR/PVA moze wynika¢ z samego procesu ich wytwarzania, w ktorym
porogen wymywany jest przy pomocy wody, a PVA w przeciwienstwie do PLA, jest
polimerem rozpuszczalnym w wodzie [58], [181], [204].Rozwing krotka dyskusje
chyba w podsumowaniu

Probki PUR/PVA charakteryzowaly si¢ porowatoscia wyzsza $rednio o 5%
w poréwnaniu z probkami PUR/PLA, a wigc nalezy si¢ spodziewac, ze te warstwy
absorpcyjne powinny charakteryzowac si¢ wyzsza przepuszczalnoscig i chtonnos$cia
wysigku. Zgodnie z A. Gefen’em wyskoki stopien porowatosci, obok duzej ilosci
wzajemnych potaczen miedzy porami, jest kluczowym parametrem warunkujacym
wysokg chtonnos$¢ wysieku [137].

Analiza komputerowa obrazow CPMs (Rys. 5.3) wykazata, ze dla warstw
wytworzonych z kompozycji PUR/PLA $rednie wartosci wielkosci poréw malejg wraz
ze wzrostem ilosci PLA w kompozycji. Matryca PUR/1OPLA charakteryzowata sig¢
wysokimi srednimi wielko$ciami poréw wynoszacymi 123 + 10 um (Rys. 5.3). Wartos¢
ta byla nieco wyzsza od $redniej wielkosci porow obliczonej dla matryc PUR/20PLA
i PUR/30PLA, ktora wyniosta odpowiednio 93 + 10 um i 68 =5 um (o = 0,05).

Dla probek PUR/10PVA, PUR/20PVA i PUR/30PVA S$rednie rozmiary porow
rosty proporcjonalnie do ilosci PVA w kompozycji: odpowiednio 88 + 9 um, 98 £+ 9 um
i 103 =20 59,72 um (o = 0,05). Podsumowujac, dodatek PLA powoduje zmniejszanie
si¢ rozmiaru $rednich wielko$ci poréw wraz ze wzrostem jego ilosci, natomiast rosnacy

dodatek PVA zwigksza $rednig wielkos¢ porow. Warto w tym miejscu przypomniec,
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ze warstwa PUR/30PVA wykazuje roéwniez najwyzszy stopien porowatosci (81,01 +
1,61%). Mozna wigc stwierdzi¢, ze pod katem chlonno$ci wysigku najbardziej
obiecujace wyniki uzyskano dla warstw absorpcyjnych z wysoka zawartoscia PVA
(PUR/30PVA). Ponadto, badania prowadzone przez Lee i wspotpracownikow [128]
wykazaly, ze wielko$ci porow powierzchniowych dla niektérych piankowych
opatrunkéw wynosza:

e 25-—75 um (Srednio 69,2 um) dla Mepilex ® Silver,

e 70—-90 um ($rednio 78,6 um) dla Allevyn ® Ag,

e 100 —250 um ($rednio 150,8 um) dla Mepilex ® Ag,

e 130 - 250 um ($rednio 195,0 um) dla Polymem ® Silver.

Zatem wszystkie wytworzone warstwy absorpcyjne A (CPMs) charakteryzuja sie¢
zakresem wielkosci porow typowym dla juz stosowanych handlowo opatrunkow
piankowych.

Warto doda¢, ze we wspomnianych badaniach Lee [128] wielkoSci porow
testowanych opatrunkéw piankowych wptywaty istotnie na szybko$¢ wchtaniania,
maksymalng objetosc absorpcji 1 retencj¢ wobec wody destylowanej. W tym przypadku,
najkorzystniejsze parametry pod katem wchtaniania wysigku wykazywat Mepilex ®
Silver o najmniejszej wielkosci porow (25 — 75 pm) . Nalezy jednak zaznaczy¢, ze pod
katem dzialania antybakteryjnego, wielkosci porow nie miaty istotnego wplywu
na skuteczno$¢ badanych opatrunkéw wobec szczepow P. aeruginosa oraz S. aureus.

Na podstawie badan witasnych dotyczacych porowatosci, wielkosci i polaczen
porow, CPMs i poréwnania ich z danymi dostgpnymi w literaturze, mozna podejrzewac,
ze CPMs wytworzone z obu rodzajow kompozycji (PUR/PLA i PUR/PVA) beda
skutecznie petni¢ funkcje¢ jednej ze sktadowych warstwy absorpocyjnej hybrydowego

opatrunku.

Badanie degradacji krétkoterminoweji dtugoterminowej

Rys. 5.4 i Rys. 5.5 przedstawiajg utrate masy otrzymanych matryc porowatych
A (CPMs), obliczong po ocenie krotkoterminowej degradacji odpowiednio
w $rodowisku kwasnym (2M HCI) i zasadowym (5M NaOH). Zaobserwowano,

ze w $srodowisku alkalicznym wszystkie badane probki charakteryzowaty si¢ wyzszym
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srednim ubytkiem masy niz w srodowisku kwasnym. W $rodowisku alkalicznym tempo
degradacji byto o okoto 13% i 19% wigksze niz w Srodowisku kwasnym odpowiednio
po 7 i 14 dniu (a = 0,05). Na przyktad po 14 dniu degradacji PUR/10PVA wykazato
odpowiednio 49,58 + 4,29% i 69,08 + 4,47% ubytek masy w HCI i NaOH. Zgodnie
z literatura, poliestrouretany sa o wiele bardziej podatne na degradacje¢ hydrolityczng od
polieterouretanow [205]. Chan — Chan i wspotpracownicy [205] wykazali, ze dwa rdzne
poliestrouretany bazujace na PCL 1 HMDI i rozniagce si¢ przedtuzaczem tancucha
(BSPUL — przedtuzacz BDO, BSPU2 — przedtuzacz DTE), wykazuja rozne stopnie
degradacji w $rodowisku alkalicznym 1 kwasnym w w zalezno$ci od stopnia ich
separacji mikrofazowej i1 krystalicznosci. BSPU1 o nizszym stopniu krystaliczno$ci
I separacji mikrofazowej po 24 h degradowat bardziej w warunkach zasadowych
(82,7%) od BSPU2 o wyzszym stopniu krystaliczno$ci 1 wyraznym rozdziale
mikrofazowym (52,6%). Z kolet w warunkach kwasnych to BSPU2 byl bardziej
podatny na degradacje (87,2%) w odniesieniu do materiatu BSPU1 (63,4%). Mozna
wigc zakltadaé, ze za rdznice w degradacji zasadowej 1 kwasowej badanych matryc
porowatych typu A (w ktorych gléwnym sktadnikiem jest poliestrouretan) odpowiada
jego stopien krystaliczno$ci i separacja fazowa).

Ponadto dwuczynnikowa analiza ANOVA wykazala, ze zar6wno w $rodowisku
kwasnym, jak i zasadowym rodzaj kompozytu na bazie PLA lub PVA miat silny wpltyw
na wyniki ubytku masy (a = 0,05). Uzyskane wyniki oraz dwuczynnikowa analiza
ANOVA wykazaty, ze dla CPM otrzymanego z uzyciem PVA (PUR/10PVA,
PUR/20PVA 1 PUR/30PVA) ubytek masy byt istotnie wickszy niz dla CPMs
wykonanych z uzyciem PUR w potaczeniu z PLA: PUR/IOPLA, PUR/20PLA
i PUR/30PLA (a = 0,05) zaréwno dla mediow kwasnych, jak i zasadowych. Dla
przyktadu po 14 dniu oceny w HCI ubytek masy PUR/20PLA wynidst 26,01 + 4,78%,
a dla PUR/20PV A 50,89 + 6,03%.

Na Rys 5.6 przedstawiono wyniki ubytkow masy otrzymanych CPMs
W roztworze imitujacym ptyny fizjologiczne (0,01 M PBS). Najwieksza degradacje po
56 dniach zaobserwowano dla PUR/30PVA (24,55 + 1,88%), a najnizszg dla
PUR/10PLA (12,00 + 0,57%). Dwuczynnikowa analiza ANOV A wykazata, ze zar6wno
rodzaj kompozytu (PLA lub PVA), jak i stezenie dodatku (PLA lub PVA) miaty
znaczacy wptyw na wyniki ubytku masy w 14. i 56. dniu (a = 0,05). Srednio CPMs
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bazujace na kompozycjach PUR/PVA degraduja w wickszym stopniu niz te, ktore

wytworzono na podstawie sktadow PUR/PLA. Prawdopodobng przyczyna takiego stanu

rzeczy jest wodnorozpuszczalny charakter PVA.

70+
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Ubytek masy [%]

I ro 7 dniach
Il Po 14 dniach

Rys. 5.4. Sredni ubytek masy matryc porowatych A (CPMs) w odniesieniu do sktadu

kompozycji PUR i PLA w 2M HCI (*r6znica istotna statystycznie: a = 0,05, n = 3).
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Rys. 5.5. Sredni ubytek masy matryc porowatych A (CPMs) w odniesieniu do sktadu
kompozycji PUR/PLA lub PUR/PVA w 5M NaOH (*roznica istotna statystycznie:

@ =0,05n=3).
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Rys. 5.6. Srednia utrata masy CPMs w odniesieniu do sktadu kompozycji PUR/PLA lub
PUR/PVA w 0,01 M PBS.

5.1.2. Hydrozele A (PVA sieciowany boraksem)

Badanie struktury chemicznej przy pomocy spektroskopii w podczerwieni

z transformacjq Fouriera (FTIR)

Widma FTIR PVA i UnMHs: H1 — H3 przedstawiono na Rys. 5.7. Szczegotowe

opisy pasm absorpcji podano w Tabeli 5.1.
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Rys. 5.7. Widmo FTIR dla PVA oraz hydrozeli niezmodyfikowanych cyprofloksacyny

(UnMHs: H1- hydrozel z roztwor6w PVA i boraksu w proporcji 1:1 (wag./wag.) , H2 -

hydrozel z roztworé6w PVA i boraksu w proporcji 2:1 (wag./wag.) , H3 - Hydrozel z roztworow

PVA i boraksu w proporcji 3:1 (wag./wag.))

Tabela 5.1. Szczegdtowy opis pasm widm spektroskopii w podczerwieni z transformacja

Fouriera (FTIR) przedstawionych na Rys. 5.7 (PVA i UnMH).

Liczba falowa [cm™] Opis pasma absorpcji

3600-3100

2930
2850
1740
1500-1300
1290
1250
1130
1100

v(O-H) drgania rozciagajace od grup hydroksylowych PVA i
hydrozeli H1, H2, H3

v(C-H) symetryczne drgania rozciagajace od grup CH,

v(C-H) asymetryczne drgania rozciggajace od grup CH;

v(C=0) drgania rozciggajace od grupacetylowych

Drgania deformacyjne 6(C-H) od grup CH,

v(B-0O-C) drgania rozciagajace hydrozeli H1, H2 i H3

v(C-0) drgania rozciggajace od grup acetylowych

v(B-0-C) drgania rozciagajace hydrozeli H1, H2 i H3

v(C-0) drgania rozciagajace od wigzan C-O-H
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1100-1000 Wibracje szkieletowe y(C-C) z tancuchow PVA
700 Wibracje deformacyjne 6(O-H) odwigzan C-O-H

Szerokie pasmo odnotowane przy 3600-3100 cm™ zostato opisane jako drgania
rozciggajace wigzan O-H czasteczek PVA obecnych w UnMH, otrzymanych przez
sieciowanie PV A boraksem w r6éznych proporcjach (3:1, 2:1 1 1:1 w/w). W obrgbie grup
hydroksylowych obserwowanych w zakresie 3600-3100 cm-1 zidentyfikowano aniony
boraksu [206]. Pasma absorpcji przy 2930 i 2850 cm™ byty zwigzane z asymetrycznymi
i symetrycznymi drganiami rozciggajacymi wigzan CH grup CH; obecnych
w strukturze liniowej PVA [207] i otrzymanych UnMHs. Pik przy 1740 cm™ jest
charakterystyczny dla grup octowych pochodzacych z czgsciowej hydrolizy polioctanu
winylu do poli(alkoholu winylowego) [208]. Przy liczbie falowej ok. 1500-1300 cm™
mozna zaobserwowac pasma deformacji wigzah C-H grup CH2 znajdujacych sig
w tancuchach PVA i otrzymanych niezmodyfikowanych hydrozeli [208]. Pasma przy
1250 i 1100 cm™ byly drganiami rozciagajacymi C-O grup octowych i grup
hydroksylowych w PVA [208] i zanikatly one w przypadku UnMHs. Piki wystepujgce
przy 1290 i 1130 cm™ sa charakterystyczne dla drgan rozciagajacych grup B-O-C
i potwierdzaja powstawanie wigzan kowalencyjnych miedzy tancuchami PVA
a anionami boraksu [208]. Intensywno$¢ wspomnianych pasm wzrasta wraz ze
wzrostem ilosci boraksu w hydrozelowych kompozycjach.

Widma FTIR chlorowodorku cyprofloksacyny oraz hydrozeli zmodyfikowanych
chlorowodorkiem cyprofloksacyny (CLHs: H4 — H6) przedstawiono na Rys. 5.8. Opisy
pasm dla Cipro podano w Tabeli 5.2.
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Rys. 5.8. Widma FTIR hydrozeli zmodyfikowanych cyprofloksacyny (CMHSs: H4 — hydrozel

sporzadzony z roztworu 4% PV A, 1,5% Cipro i 10% LAA zmieszany z roztworem boraksu w
stosunku 1:1 (wag./wag.) , H5 — hydrozel ztozony z roztworu 4% PVA, 1,5% Cipro i 10% LAA

zmieszany z roztworem boraksu w stosunku 2:1 (wag./wag.), H6 — hydrozel ztozony z roztworu

4% PVA, 1,5% Cipro i 10% LAA zmieszany z roztworem boraksu w stosunku 3:1 (wag./wag.))

oraz substancji aktywnej - cyprofloksacyny.

Tabela 5.2. Opis pasm widm spektroskopii w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR)

przedstawionych na Rys. 5.8 (Cipro).

Liczba falowa [cm™]

Opis pasma absorpcji

3500-3368

3035-3011
2927, 2907

2697-2457
1702
1625-1603
1556
1494-1386
1333-1211

v(O-H)  drgania  rozciggajace  odgrup  hydroksylowych,
wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe

v(C-H) i v(Ar-H) z aromatycznych cyklicznych endéw

v(C-H) asymetryczne i1 symetryczne drgania rozciagajace od grup
CH,

v(>C=0) i v (>N-<) drgania rozciagajace od COOH i N-wigzania
v(C=0) drgania rozciagajace od karbonylu

Chinoliny, drgania zginajgce d(N-H).

Drgania deformacyjne 6(C-H) od grup CH,

v(C-0) drgania rozciagajace od grup karbonylowych

8(0O-H) drgania zginajace grup hydroksylowych
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1050-1033 v(C-F) drgania rozciaggajace wigzania C-F, grupa fluorowa

Tabela 5.3. Opis pasm widm spektroskopii w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR)
przedstawionych na Rys. 5.8 (CLHSs, H4 - H6).

Liczba falowa [cm™] Opis pasma absorpcji

3615-3001 v(O-H) drgania rozciggajagce od grup hydroksylowych PVA
i hydrozeli H1, H2, H3

2923 v(C-H) symetryczne drgania rozciggajace z grup CH,

2848 v(C-H) asymetryczne drganiar ozciagajace z grup CH,

1727 v(C=0) drgania rozciagajgce od grup acetylowych

1674-1627 Chinoliny, drganiazginajace 6(N-H).

1333 v(B-0O-C) drgania rozciagajace hydrozeli H1, H2 i H3

1274 v(C-0) drgania rozciagajace od grup acetylowych

1180 v(B-0-C) drgania rozciagajace hydrozeli H1, H2 i H3

1106 v(C-0) drgania rozciagajace od wigzan C-O-H

1025-950 Drgania szkieletowe y(C-C) od fancuchow PVA

823, 770 Drgania deformacyjne 6(O-H) od wigzan C-O-H

Wyrazny 1 charakterystyczny pik dla Cipro zostal zidentyfikowany migdzy
3500-3368 cm™. Jest on przypisany do drgan rozciagajacych O-H (miedzyczasteczkowe
wigzania wodorowe). Zaobserwowane pasmo w  zakresie 3035-3011cm™
reprezentowato alkeny 1 rozcigganie aromatyczne C-H, zwigzane z drganiami
rozciagajacymi struktur aromatycznych. Pasma przy 2927 cm™ i 2907 cm™ opisano jako
asymetryczne i symetryczne drgania rozciggajace pochodzace z grup CH,. W zakresie
2697-2457 cm™ zidentyfikowano drgania rozciagajace C=0 i >N- pochodzace
od COOH i N-wigzania. Pasmo przy 1702 cm™ wykazato drgania rozciagajace
karbonylu w czasteczce Cipro. Zakres 1625-1603 cm™ przedstawia drgania zginajgce
N-H chinolin. Przy 1556 cm™ zaobserwowano drgania deformacyjne C-H z grup CH,.
Zakres 1494-1386 cm™ reprezentowal drgania rozciagajace C-O od grup
karbonylowych i karboksylowych. W zakresie od 1333 do 1211 cm™ zaobserwowano
drgania zginajace grup hydroksylowych.

Analiza widm FTIR CLHs (Rys. 5.8) w zakresie 1050-1033 cm™ nie ujawnita

duzych réznic w pasmach (Tabela 5.3) w poréwnaniu z niemodyfikowanymi
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hydrozelami (UnMHs). Pasma obserwowane w zakresie 1674-1627 cm™ nie zostaly
odnotowane w przypadku UnMH, ale zostaly zidentyfikowane w przypadku analizy
FTIR widma Cipro (Tabela 5.2). Pasma te przypisano chinolinom, drganiom

zginajagcym 6(N-H), co mogto potwierdza¢ obecnos¢ Cipro w CLHS.

Badanie morfologii powierzchni z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii
elektronowej (SEM) sprzezonej ze spektroskopiq rentgenowskq z dyspersjq energii
(EDX)

Powierzchni¢ hydrozeli zmodyfikowanych chlorowodorkiem cyprofloksacyny
(CLHs:) w postaci wysuszonej (Tabela 3.2, probki H4-H6) badano za pomocg
obrazowania SEM (Rys. 5.9). Po wysuszeniu hydrozeli miaty posta¢ cienkich,
sztywnych, transparentnych filmow. W przypadku hydrozelu H4 na powierzchni
obserwowano  rownomiernie  rozlokowane struktury  kraterowe  bedace
najprawdopodobniej wynikiem suszenia hydrozelu przed badaniem. . Rozmiary
pojedynczych kratero-podobnych struktur miescity si¢ w przedziale 2-5 pm.
W przypadku hydrozeli H5 1 H6 nie zaobserwowano wystgpowania struktur

kraterowych — ich powierzchnie byty ptaskie.

" H4 "H5 " H6

Rys. 5.9. Wybrane obrazy SEM pokazujace kraterowate struktury na powierzchni H4 CLH oraz
brak tych struktur na powierzchni CLH H5 i H6 (powigkszenie 2500x).

Widma EDX (Rys. 5.10) potwierdzily obecnos¢ takich pierwiastkow jak wegiel
i tlen, ktore stanowily gtowne pierwiastki wystgpujace w polimerach stosowanych do
produkcji CLHs. Obecnos¢ fluoru i chloru potwierdza z kolei obecnos¢ Cipro w CLHS,
ktora wczesniej potwierdzono przy pomocy FTIR Sugerowatoby to udang modyfikacje

hydrozeli. Pasmo pochodzace od ztota wynika z napylenia hydrozeli cienka warstwa
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ztota przed badaniem. Z kolei sygnal pochodzacy od sodu moze pochodzié
Z nieprzereagowanego boraksu stosowanego jako $rodek sieciujacy hydrozele.
Sugerowatoby to, ze po syntezie CLHs mozna pomysle¢ o dalszym procesie

oczyszczania.

290K
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o
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Au
Au Au A
- - —
39 5 65 91 1
Lsec447  161Cnts 0670 keV Det: Apolio X-SDD
190k
171k
1sx| 1©
|'E
1.33«|
114x]
H5 )
Au
Au
Au A
A i< 0
5 65 91 1
Lsec 449 97 Cnts 0.670 keV Det: Apolio X-SDD
24K
88K
c
252 o
Au
Au Au A
— - —_
9 91 1 0
Lsec: 443 117Cnts 0,670 keV Det: Apolio X-SDD

Rys. 5.10. Widma EDX dla CLHs: H4 — hydrozel sporzadzony z roztworu 4% PVA,
1,5% Cipro i 10% LAA zmieszany z roztworem boraksu w stosunku 1:1 (wag./wag.) , H5 —
hydrozel ztozony z roztworu 4% PVA, 1,5% Cipro i 10% LAA zmieszany z roztworem boraksu
w stosunku 2:1 (wag./wag.), H6 — hydrozel ztozony z roztworu 4% PV A, 1,5% Cipro i 10%
LAA zmieszany z roztworem boraksu w stosunku 3:1 (wag./wag.)) oraz substancji aktywnej —

cyprofloksacyny
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1295 Wyniki analizy EDX (Rys. 5.10, Tabela 5.4) CLHs wykazaty, ze probka H6
1296  charakteryzowala si¢ nieco wyzsza zawarto$cig atomowa fluoru (1,33 £ 0,05%).
1297  Dla hydrozeli H4 1 H5 zawarto$¢ atomowa fluoru wynosita odpowiednio 0,44 + 0,03%
1298 10,58 + 0,03%. Na podstawie tej analizy mozna przypuszczaé, ze hydrozel H6 zawierat
1299  nieco wyzsza zawarto$¢ Cipro. Wynik ten jest zgodny z oczekiwaniami, poniewaz
1300  sposob otrzymywania hydrozeli modyfikowanych chlorowodorkiem cyprofloksacyny
1301  determinuje jego rosnaca zawartos¢ od hydrozelu H4 do H6. Jednokierunkowa
1302 ANOVA i test Tukeya wykazaly, ze rdznice w przedstawionych zawarto$ciach fluoru
1303  dla trzech hydrozeli (H4, HS i H6) byly statystycznie istotne (o = 0,05).

1304

1305 Tabela 5.4. Masa i zawarto$¢ atomowa pierwiastkow w hydrozelach H4, H5 i H6.

Pierwiastek e i e
Weight % Atomic % Weight % Atomic % Weight % Atomic %
C 53.95+0.34 61.21+0.34 5392+041 62.64 £0.50 56.87 £0.16 64.25+0.19
4424 +0.36 37.67+0.33 38.22+0.81 33.34+£0.69 39.83 £0.41 33.78+0.33
F 0.61 £0.05 0.44 +0.03 0.79 +£0.04 0.58 £0.03 1.86 +0.07 1.33 +£0.05
Na 1.08 £0.01 0.64 +0.01 3.15+0.07 1.91+£0.04 0.46+0.13 0.27+0.07
Cl 0.11 £0.07 0.04 +£0.03 3.92+0.31 1.54+0.12 0.98 +0.06 0.38 +0.02
1306
1307 Zaobserwowano rosngcy udzial wegla w hydrozelach wraz ze wzrostem

1308  stosunku PVA/boraks. Na przyklad jednokierunkowa ocena ANOVA i test Tukeya
1309  potwierdzity, ze dla probki H4 (PVA/boraks = 1:1 w/w) zawartos¢ atomowa C byla
1310  nieco nizsza (61,21 £+ 0,34%) niz dla probki H6 (64,25 £+ 0,19%) przy stosunku
1311  PVA/boraks rownym 3:1 w/w (oo = 0,05). W przypadku zawartosci tlenu wartosci dla
1312  H4, HS i H6 byty bliskie wartosci odpowiednio 37,67 + 0,33%, 33,34 + 0,69% 1 33,78 +
1313  0,33%. Jednoczynnikowa analiza ANOVA i test Tukey'a wykazaty, ze zawarto$¢ tlenu
1314  dla H4 byla istotnie wyzsza niz dla HS i H6, ktore byty statystycznie takie same (a =
1315 0,05). Analiza statystyczna probek H4, HS5 i H6 potwierdzita wpltyw stosunku
1316  PVA/boraks na zawarto$¢ wegla, tlenu i fluoru w badanych hydrozelach, czego nalezato
1317  si¢ spodziewaé ze wzgledu na zastosowane propocje komponentow wykorzystanych

1318  w procesie otrzymywania hydrozeli.

109



1319
1320

1321
1322

1323
1324
1325
1326
1327
1328
1329
1330
1331
1332
1333
1334
1335
1336
1337
1338
1339
1340
1341
1342
1343
1344
1345
1346
1347
1348
1349

POLITECHNIKA ;
&55 GDANSKA @

5.1.3. Warstwa absorpcyjna typu A (porowata matryca typu A impregnowana
hydrozelem typu A)

Badanie uwalniania chlorowodorku cyprofloksacyny z warstw absorpcyjnych typu A

przy pomocy wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)

Za pomoca HPLC (Rys. 5.11) okreSlono uwalnianie chlorowodorku
cyprofloksacyny do s$rodowiska wodnego z otrzymanych hybrydowych warstw
absorpcyjnych A po czasie 5 i 15 minut — Rys. 5.12 i 5.13 oraz 1 i 7 dni — Rys. 5.14
1 5.15. Na Rys. 5.12 przedstawiono ilo$¢ uwalnianego Cipro w pg leku na 1 ml medium
w zaleznosci od rodzaju hydrozelu i matrycy uzytej do uzyskania warstwy absorpcyjne;.
Wartosci te przeliczono rowniez na zawartos¢ uwolnionego Cipro w pg leku na 1 g
warstwy absorpcyjnej (Rys. 5.13). Zaobserwowano, ze wszystkie otrzymane
hybrydowe warstwy wykazuja zdolnos¢ uwalniania Cipro. Zgodnie z Rys. 5.12,
warstwa F-HAL6 charakteryzowala si¢ najwyzszym poziomem uwalniania Cipro
zaréwno po 5, jak 1 15 minutach (odpowiednio 18,7 + 1,8 pg/ml i 21,76 + 0,64 pg/ml)
w porOwnaniu z resztg badanych prébek. Oceniono réwniez, ze dla warstw
absorpcyjnych bazujacych na kompozycji PUR/30PVA (F-HAL4, F-HALS5, F-HALSG)
stezenia eluowanych lekow byly $rednio o okoto 9% i1 3% wyzsze (odpowiednio
po 5 i 15 min uwalniania) niz dla warstw wytworzonych z kompozycji PUR/30PLA:
F-HAL1, F-HAL2, F-HAL3 (a = 0,05). Uzyskane wyniki moga wynika¢ z wyzszej
porowatosci (81,01 + 1,61%) i wigkszej $redniej wielkosci porow (103 + 20 pm) matryc
PUR/30PVA w stosunku do matryc PUR/30PLA o porowatosci 72,03 +2,04% i $rednier;
wielkosci porow wynoszacej 68 + 5 pum. Mozna wnioskowaé, ze matryce o wyzszej
porowato$ci 1 wielkosci poréw byly w stanie pochtong¢ wiecej hydrozelu
zmodyfikowanego cyprofloksacyng w trakcie procesu impregnacji. Ponadto
w przypadku systemow opartych na matrycy PUR/30PV A uwalnianie po 5 min badania
jest znaczaco wyzsze niz w przypadku warstw absorpcyjnych bazujacych na warstwie
PUR/30PLA, poréwnujac mi¢dzy soba odpowiedniki z tym samym typem hydrozelu
(F-HAL1 - F-HAL4, F-HAL2 — F-HAL4, F-HAL3 — F-HALG6). Wynik ten jest
determinowany zardwno przez porowatos¢ jak 1 wielko§¢ poréw otrzymanych matryc
porowatych typu A. Jak wcze$niej wspomniano, matryce PUR/30PLA maja nizsza

porowatos¢ jak 1 $rednig wielko§¢ poréow od matryc PUR/30PVA, co znaczaco

110



1350
1351
1352
1353
1354
1355
1356
1357
1358
1359
1360
1361
1362
1363
1364
1365
1366
1367
1368
1369
1370
1371
1372
1373
1374
1375
1376
1377

POLITECHNIKA -
& 55 GDANSKA @

spowalnia proces uwalniania cyprofloksacyny w jego poczatkowym etapie. Mozna
zatem stwierdzi¢, ze im wyzsza porowato$¢ 1 $Srednia wielko§¢ porow w badanych
warstwach absorpcyjnych, tym szybsze i bardziej gwaltowne jest uwalnianie badanej
subnstancji aktywnej.

Dodatkowo zaobserwowano, ze rodzaj zastosowanego hydrozelu mial réwniez
istotny wptyw na proces uwalniania Cipro. Na przyktad po 15 minutach uwalniania
cyprofloksacyny dla probek F-HAL1, F-HAL2 i F-HAL3 (Rys. 5.12) zawierajacych
porowate matryce PUR/30PLA ilo§¢ Cipro wzrastala wraz ze wzrostem udzialu
roztworu PVA+Cipro wstosunku do boraksu (od 13,0 £+ 2,2 ug/ml dla F-HALL do 18,1
+ 1,3 pg/ml dla F-HAL3). Identyczng sytuacj¢ mozna zaobserwowa¢ dla warstw
absorpcyjnych bazujacych na matrycach porowatych typu A oznaczonych PUR/30PVA,
tj. F-HAL4, F-HAL5 i F-HAL6. Dla F-HAL4 (stosunek roztworow PVA +
Cipro/boraks rowny 1:1 w/w) ilo$¢ uwolnionego Cipro po 15 min wynosita 17,2 + 1,5
ug/ml, a dla F-HAL6 (stosunek roztworéw PVA+Cipro/boraks w proporcji 3:1)
wynosita 21,76 + 0,64 pg/ml. Zgodnie z oczekiwaniami, warstwy absorpcyjne
zawierajace hydrozel o wyzszej zawartosci cyprofloksacyny wykazuja jej wyzsze
uwalnianie (zaréwno po 5 jak 1 15 min).

Rys. 5.14 i 5.15 przedstawiaja wyniki badan uwalniania dla hybrydowej
warstwy absorpcyjnej F-HALG6. Przeprowadzona jednoczynnikowa analiza wariancji
ANOVA wykazala, Zze stezenia uwolnionego leku po 24 h i 7 dniach nie rdznily si¢
statystycznie od ilosci uwolnionej po 15 min testu (o = 0,05). Oznacza to,
ze w badanym systemie F-HAL6 nie mozna méwi¢ o przedtuzonym uwalnianiu,
poniewaz niemalze catkowite uwolnienie cyprofloksacyny do wody nastgpito juz po 15
min. Spowodowane moze by¢ to faktem, Zze warstwa hydrozelowa (zawierajaca
cyprofloksacyne) warstwy absorpcyjnej typu A ulegata szybkiemu rozpuszczeniu

w trakcie prowadzenia uwalniania do srodowiska wodnego.
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1378
1379 Rys. 5.11. Schemat przygotowania probek do badania uwalniania cyprofloksacyny.

E

s

s

E

F-HALT  F-HAL2 F-HAL3 F-HAL4 F-HALS F-HAL6
Typ warstwy absorbcyjnej A

1380
1381 Rys. 5.12. Stezenie uwolnionego Cipro po 5 i 15 min dla opatrunkéw kompozytowych F-
1382 HAL1, F-HAL2, F-HAL3, F-HAL4, F-HALS5 i F-HALS6 (* r6znica istotna statystrycznie:
1383 a=0,05,n=3).
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5 i
I 15 min

Stezenie uwolnionego leku [mg/g]

F-HAL1  F-HAL2 F-HAL3 F-HAL4 F-HALS  F-HAL6
Typ warstwy absorbcyjnej A

Rys. 5.13. Ilo$¢ uwolnionego Cipro po 5 i 15 min dla opatrunkéw F-HAL1, F-HAL2, F-HALS3,
F-HAL4, F-HAL5 i F-HAL6 na 1 mg opatrunku (*r6znica istotna statystycznie:
a=0,05n=3).

Stezenie uwolnionego leku [mg/ml]

5 min 15 min 24 h 7d
Czas

Rys. 5.14. Tlo$¢ uwolnionego Cipro po 5 i 15 minutach, 24 godzinach i 7 dniach dla
opatrunku kompozytowego F-HALS.
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Stezenie uwolnionego leku [mg/g]

5 min 15 min 24 h 7d
Czas

Rys. 5.15. Ilo$¢ uwolnionego Cipro po 5 i 15 minutach, 24 godzinach i 7 dniach dla opatrunku
kompozytowego F-HALG6 na 1 mg opatrunku.

5.2. Warstwa absorpcyjna typu B

5.2.1. Wstepna ocena materiatéow TPU/PLA (otrzymanych metodq wtrysku)

przeznaczonych na filamenty

Badania wytrzymatosciowe materiatéw TPU/PLA przeznaczonych na filamenty

Wiyniki proby rozciggania kompozycji polimerowych przygotowanych metoda
wtrysku przedstawiono na Rysunku 5.16. Wytrzymalo$¢ na rozcigganie kompozycji
ztozonych z TPU 1 PLA jest podobna do TPU i wynosi ok. 30 MPa dla prawie
wszystkich probek COMP/PLA. Tylko jedna probka (COMP-2,5PLA) wykazuje nizsza
wytrzymato$¢ na rozcigganie (ok. 25 MPa). Wartos$ci wydtuzenia przy zerwaniu probek
COMP-2,5PLA i COMP-5PLA sa znacznie wyzsze niz dla mieszanki ztozonej
z samego TPU, ale probki z wigksza iloscia PLA maja podobne wydluzenie przy
zerwaniu w poréwnaniu do TPU. Wydtuzenie trwate wzrasta wraz z ilo$cig dodanego
PLA do zawartosci 10% wag., gdzie stabilizuje si¢ na poziomie okoto 140%.
W poréwnaniu do probek TPU, modut Younga spada dla COMP-2,5PLA, a nast¢pnie
wzrasta do 40 MPa dla probek zawierajacych dodatek PLA w ilosci 7,5% 1 wigce;.
Probki o najlepszych wiasciwosciach mechanicznych pod wzgledem préby rozciggania

to te, ktore zawieraja 7,5% PLA 1 wigcej. Otrzymane wyniki sg poréwnywalne

114



1414
1415
1416
1417
1418
1419
1420
1421
1422
1423
1424
1425
1426
1427
1428
1429

POLITECHNIKA -
&5 GDANSKA @

z wynikami badan prowadzonych przez JaSo 1 wspolpracownikoéw [136].
Wytrzymato$¢ na rozcigganie dla probek COMP-2,5 — COMP-12,5 wynoszaca
ok. 30 MPa jest zblizona do wynikéw uzyskanych przez Buys’a 1 jego
wspoOlpracownikéw dla kompozycji ztozonych z TPU 1 PLA zawierajacych do 50%
wag. PLA (ok. 22,5 MPa) [210]. Na podstawie przeprowadzonych testow stwierdzono,
ze najkorzystniejsze wyniki pod wzgledem prob rozciagania wykazywaly materialy

z zawartos$cig PLA 7,5% 1 wigcej.
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Rys. 5.16. Wyniki proby wytrzymato$ciowej: a) wytrzymatos¢ na rozciaganie (Tsg), b)

wydtuzenie przy zerwaniu (¢), ¢) odksztatcenie trwate (gp), d) modut Younga (E)

Nalezy doda¢, ze badane probki do testow wytrzymalo$ciowych wykonane

metodg wtryskowa charakteryzowaly si¢ wysoka homogenicznoscia, co $wiadczy

o dobrej mieszalnosci zastosowanych TPU 1 PLA w skali makroskopowej. Dowodzi

tego Rys. 5.17, na ktorym przedstawiono probke kompozytowg COMP-7,5PLA (a)

zerwang po probie rozciggania w porownaniu do probki TPU (b), ktéra nie zawierata

zadnego dodatkow PLA. Mozna zaobserwowaé, ze oba badane materialy po testach

rozciagania wykazywaty podobna teksturg (rys. 4.2).

Rys. 5.17. Fotografie materiatow: a) COMP-7,5PLA i b) TPU przedstawiajace powierzchnie

powstale po zerwaniu podczas prob wytrzymatosci na rozcigganie
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Twardosé

Wyniki badania twardos$ci przedstawiono na Rys. 5.18. Zwigkszanie zawarto$ci PLA
w sktadzie proporcjonalnie zwigksza twardo$¢ materiatu. Wszystkie kompozycje z PLA

majg wyzsza twardo$¢ niz TPU bez jego dodatku.

90 -
sod ®
70 4
60
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Twardos¢ (°ShD)

- <
40 " I
30 £ 3
3 $

20

T T T T T T T 1
Q\} (?0 59\} "9\}‘ ‘)?\} QQ\)‘ ‘)9\}

Rys. 5.18. Twardos¢ otrzymanych materiatdéw w zaleznos$ci od sktadu
5.2.2. Prototypy filamentoéw (otrzymane przez wyttaczanie)

Badanie struktury chemicznej przy pomocy spektroskopii w podczerwieni

z transformacjq Fouriera (FTIR)

Widma FTIR wytworzonych filamentow przedstawiono na Rys. 5.19. Widma
filamentéw kompozytowych zawierajacych TPU i PLA w réznych proporcjach
sa podobne. Intensywne pasmo przy 1750 cm™ odpowiada drganiom rozciagajacym
vC=0 grup estrowych obecnych w PLA. W przypadku filamentoéw wytworzonych
z TPU oraz mieszanin TPU i PLA pasmo przy 1730 cm™ pochodzi od drgan
rozciggajacych vC=0 grup estrowych pochodzacych z TPU i PLA, a silny sygnat
wystepujacy przy ok. 1690 em™ odpowiada drganiom rozciggajacym vC=0 grupy
uretanowej pochodzacej od TPU. Pasmo o $redniej intensywnos$ci przy ok. 1550 em™
pochodzi od drgan zginajacych SN-H grupy uretanowej. Zaobserwowano rowniez stabe
sygnaly przy 3300 cm™ (drgania rozciagajace VN-H grupy uretanowej) i 2900 cm™

(drgania rozciaggajace symetryczne i asymetryczne wigzania C-H grupy -CH,-). Pasma
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wystepujace miedzy 1200 a 1000 cm ™ moga by¢ zwiazane z drganiami rozciagajacymi
vC-0 i vC-(C=0)-0 grup uretanowych i estrowych.

TPU

e

PLA ‘(}‘ v “,'\,v" v

. HELENEIEANSS T T Sy TR

COMP-2,5PLA 7 g )
COMP-5PLA W WY

COMP-7,5PLA

Absorbancja [-]

COMP-10PLA

COMP-12,5PLA WtV

v T T T T T T T d T v T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Liczba falowa [cm™]

Rys. 5.19.Widma FTIRfilamentow wykonanych z TPU, PLA i kompozycji COMP-2,5 —
COMP-12,5
Mozna zauwazy¢ (Rys. 5.19), ze dla niskich zawartosci PLA w kompozycji

(COMP-2,5PLA oraz COMP-5PLA) widma spektroskopowe sg bardzo podobne
do widma TPU 1 nie obserwuje si¢ osobnego pasma drgan rozciggajacych vC=0 grupy
estrowej pochodzacej od PLA. Swiadczy to o dobrej mieszalnosci mikrofazowej TPU
i PLA do zawartosci do 5% wag. PLA w kompozycji. Dla COMP-7,5PLA, COMP-
10PLA oraz COMP-12,5PLA na widmach spektroskopowych pojawia si¢ poszerzenie
podstawy piku vC=0O od grup estrowych przy 1730 cm™ pochodzacego od dobrze
wymieszanych TPU i PLA. Poszerzenie to pochodzi od grupy estrowej
niewymieszanego PLA i znajduje si¢ przy ok. 1770 — 1750 cm™. Swiadczy ono
0 obecnosci obszardw charakteryzujacych si¢ separacja mikrofazowa pomiedzy TPU
a PLA. Warto doda¢, ze w pracach Yang [211] i Zuo [212] rowniez wykazano separacje
fazowg blendéw wytworzonych z TPU 1 PLA 1 jej wplyw na wlasciwo$ci mechaniczne.

W przypadku badanych w pracy doktorskiej kompozycji dodatek PLA do TPU

o wartosci 7,5% wag. 1 wigcej spowodowal znaczne zwigkszenie warto$ci modutu
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1485  Younga oraz twardosci. Mozna zatem wnioskowac, ze separacja mikrofazowa majaca
1486  miejsce dla blendow z 7,5% wag. 1 wigcej PLA powoduje polepszenie niektorych
1487  wiasciwosci mechanicznych, co jest zgodne z doniesieniami literaturowymi [132].
1488 W przypadku blend wykazujacych separacje w postaci sferycznych domen jednego
1489  polimeru w drugim lepsze wlasciwosci mechaniczne wykazuja mieszaniny
1490 o mniejszych i bardziej rownomiernie rozproszonych domenach [213]. Z kolei bardziej
1491  jednolita dyspersj¢ mozna uzyskac stosujac w blendach polimerowych komponenty
1492 o zblizonych wartosciach lepkosci, pomiedzy ktorymi wystepuje wysoka adhezja
1493  miedzyfazowa [213]-[215].
1494  Analiza powierzchni otrzymanych filamentéw z wykorzystaniem skaningowej
1495  mikroskopii elektronowej (SEM)
1496 Fotografie SEM badanych filamentow przedstrawiono na Rysunku 5.20.
1497  Wszystkie testowane probki wykazywaly chropowata fakture powierzchni.
1498 W przypadku filamentow COMP-2,5PLA, COMP-5PLA oraz COMP-7,5PLA
1499  chropowate powierzchnie tworzone sg przez réwnomiernie rozmieszczone struktury
1500 o rozmiarach ponizej 5 um. Z kolei w przypadku filamentow o najwyzszej zawartosci
1501 PLA (COMP_10PLA i COMP-12,5PLA) struktury tworzace chropowate powierzchnie
1502  sg duzo wigksze (ok. 20 — 50 um) i rozlokowane w sposob nierdéwnomierny. Faktura
1503  powierzchni filamentu jest jednym z istotnych parametréow determinujacym
1504  drukowalno$¢. W dalszej czgsci pracy zostang przedstawione testy drukowalno$ci
1505  wytworzonych filamentdw w odniesieniu do ich faktury powierzchni.
1506
1507
1508
1509
1510
1511
Probka Przed degradacja
Powickszenie X 250 X'1000 X 2500
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Rys. 5.20. Fotografie SEM otrzymanych filamentow

Degradacja krétkoterminowa

Na Rysunku 5.21a przedstawiono wynik degradacji krotkoterminowej po 15
dniach inkubacji w mediach degradacyjnych. W przypadku badania w $rodowisku
alkalicznym probki filamentow wykonane wylacznie z PLA ulegly calkowitej
degradacji, a probki z TPU zdegradowaly w ok. 12%. Wraz ze wzrostem ilosci PLA
w sktadzie filamentéw TPU/PLA zaobserwowano wzrost stopnia ich degradacji w 5M
NaOH, co przedstawia rowniez Rys. 5.22. Mechanizm degradacji mozna wyjasni¢ na
podstawie Rys. 5.21b, na ktorym przedstawiono widma FTIR probek filamentow
COMP-7,5PLA przed i po procesie degradacji we wszystkich trzech mediach
degradacyjnych.W srodowisku alkalicznym degradacja badanych filamentow TPU/PLA
zachodzi gtéwnie poprzez grupy estrowe, o czym $wiadczy¢ moze zanik sygnatlu
pochodzacych od drgan rozciagajacych vC=O w zakresie 1770 - 1750 cm™ (PLA
tworzace struktury domenowe), a takze zmniejszenie intensywno$ci piku przy
1750 cm™ (degradacja grup estrowych zmieszanych TPU i PLA). Van Nostrum [216],
[217] opisuje alkaliczng degradacj¢ PLA poprzez tzw. zjawisko ,,backbittingu”
polegajace na wewnatrzczasteczkowej kondensacji katalizowanej grupa hydroksylowa
pomiedzy terminalng grupa karboksylowa PLA a poprzedzajaca ja grupa estrowa,
w wyniku ktorej wydziela si¢ laktyd (dimer kwasu mlekowego). Co wazne, szybko$¢
degradacji alkalicznej PLA nie zalezy od dlugosci tancucha [216], [217]. Badania
prowadzone przez N. A. Ramlee réwniez potwierdzaja wysoka podatnos¢ PLA
na degradacje hydrolityczng w Srodowisku alkalicznym [218], a Y. F. Buys stwierdzit,
ze wzrost zawarto$ci PLA w sktadzie mieszanin TPU/PLA zwigksza podatnos¢ blendu

na degradacje¢ hydrolityczng w srodowisku alkalicznym [210].
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Rowniez w przypadku degradacji w $rodowisku kwasnym mozna
zaobserwowaé, ze ze wzrostem zawartosci PLA w filamencie stopien degradacji
zwigksza si¢ (Rys. 5.21a). Jednakze dla wszystkich kompozycji TPU/PLA rozktad
w HCI byl wolniejszy niz w przypadku probek filamentu wykonanego wytacznie z TPU
(ok. 37%). Przeglad literaturowy rowniez potwierdza wysokg podatnos¢ TPU
otrzymanego na bazie poliestrodioli na degradacj¢ kwasowa [219]. Dla filamentu
wykonanego jedynie z PLA stopiefn degradacji po 15 dniach wynosit jedynie ok. 4 %.
Jest to spowodowane wysokag krystalicznoscig zastosowanego PLA Ingeo 7032D
oszacowang na ok. 32% (dla zastosowanego PLA entalpia topnienia AHp, wynosi 46,3
J/g [220], a teoretyczna entalpia topnienia AH,> w 100% krystalicznego PLA wynosi
144 Jlg [221]). Wyzsza odpornos¢ krystalicznego PLA na warunki kwasne zostala
rébwniez potwierdzona w literaturze, m. in. Przez Gorrasi [217]. Dodatek bardziej
odpornego od TPU na degradacje kwasng PLA moze wigc wyjasniaé ogdlne obnizenie
poziomu degradacji mieszanin TPU/PLA w stosunku do TPU. Nalezy takze zaznaczy¢,
ze wszystkie probki filamentow wytworzonych z kompozycji TPU/PLA degradowaty
szybciej w s$rodowisku alkalicznym niz kwasnym, i w obu przypadkach stopien
degradacji wzrastat z rosngcym dodatkiem PLA. Wyja$nieniem moze by¢ fakt, ze stata
kinetyczna degradacji alkalicznej PLA jest wyzsza niz ta sama stala wyznaczona
dla degradacji kwasnej [217]. Z widm spektroskopowych FTIR (Rys. 5.21b) mozna
wnioskowac, ze proces degradacji filamentow w 2M HCI wykonanych z mieszanin
TPU/PLA zachodzi zaré6wno poprzez oddzialywanie medium kwasnego z grupa
uretanowg pochodzaca od TPU ($wiadczy o tym zanik sygnatu pochodzacego od drgan
rozciagajacych vN-H przy ok. 3300 cm™, obnizona intensywno$é pasma vC=0 przy
1690 cm™ i znaczne zmniejszenie natgzenia sygnalu ON-H przy ok. 1550 Cm'l),
jak 1 z grupg estrowa, o czym $wiadczy¢ moze zanik sygnalu pochodzacych od drgan
rozciagajacych vC=0O w zakresie 1770 - 1750 cm™ (PLA tworzace struktury
domenowe).

W przypadku degradacji filamentow w roztworze CoCl, w H;O, stopien
degradacji nie przekraczat 5%. Podobnego stopnia degradacji badanych materiatow
moznaby byto si¢ spodziewa¢ w warunkach fizjologicznych, gdyz szacuje si¢ ze 15 dni
w tym medium odpowiada ok. 10 tygodniom w warunkach in vivo [195]. Analiza widm

probki COMP-7,5PLA po badaniach degradacji w roztworze CoCl, w H,0, rowniez
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1570  wskazuje na niski stopien degradacji otrzymanych filamentow w medium utleniajgcym
1571  (brak jakichkolwiek zmian na widmie probki po degradacji w porownaniu do widma
1572  dla probki przed degradacja). Mozna wigc wnioskowaé, ze badane materialy beda
1573  stabilne w $rodowisku gojenia si¢ rany.

1574
a) b)
s » NaOH COMP-75PLA
1 e HCI .,-7~;,J, R

B 100 3 A CoCI2 in H202 Y | 51‘.»r,{l ' ‘, iy

% 80 7 [Pegradaciawom cocy w20% o, i ! “'A., "” |

g 80-. I g Degradacjngmnq L (N X "‘\ '

VS,' ‘0-: 3 . I g s 'g \“ i "f.' /

20 I I - i f: Degradacja w 5M NaOH ‘1
s " ;_: & * % & M MW
YR SR SR R SN A
T e e o A "R "~ " R
S Liczba falowa [cm']
1575 Rys. 5.21. Zmiana masy filamentéw poddanych badaniu degradacji krotkoterminowe;j (a)
1576 i widma FTIR filamentow COMP-7,5PLA przed i po procesie degradacji w 0,1M CoCl,
1577 w 20% H,0,, 2M HCI i %M NaOH (b)
1578
Probka Przed degradacja Po degradacji w 5M NaOH
Powigkszenie X40 X800 X40 X800
TPU gea—
_ Zdegradowany Zdegradowany
PLA . . . .
E—— calkowicie catkowicie
1 mm
COMP-2,5PLA
COMP-5PLA
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Rys. 5.22. Fotografie probek filamentow przed i po procesie degradacji krotkoterminowej w SM

roztworze NaOH

Badanie kalcyfikacji

Na Rysunku 5.23 przedstawiono wyniki badan kalcyfikacji probek TPU, PLA
oraz kompozycji TPU/PLA. Zmiany masy probek zawierajg si¢ w zakresie od 0,05%
spadku masy do ok. 0,5% wzrostu masy. Mozna wigc uzna¢ je za pomijalnie mate dla
wszystkich probek. Brak przyrostu masy filamentow mozna wyttumaczy¢ powolng
hydrolizg materiatlu [222], ktoéra kompensuje wzrost spowodowany osadzaniem
krysztalow soli.

Zdjecia probek przed i po badaniu kalcyfikacji zamieszczono na Rysunku 5.24.
W pierwszej kolejnosci nalezy zaznaczy¢, ze na powierzchni probki filamentu TPU nie
osadzity si¢ aglomeraty soli, a na probce filamentu PLA takie aglomeraty powstaty.
Probki o nizszej zawartosci PLA (do 7,5% wlacznie) nie byly podatne na wytragcanie si¢
aglomeratoéw soli na ich powierzchni. Z kolei dla probek filamentéw z zawartos$cig 10%

wag. PLA i1 powyzej widoczne sg krysztaly soli na powierzchni filamentow.
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1594
1595 Rys. 5.23. Zmiana masy probek filamentow poddanych kalcyfikacji w roztworze Golomba -
1596 Wagnera
1597
Probka Przed badaniem kalcyfikacji Po badaniu kalcyfikacji
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COMP-7,5PLA
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COMP-12,5PLA

g

1598 Rys. 5.24. Mikroskopia optyczna probek filamentow przed i po procesie kalcyfikacji

1599  Badanie mozliwosci wydruku z otrzymanych filamentéw

1600 Przedmiotem analizy mozliwo$ci wydruku byly porowate matryce B. Proby
1601  prowadzono w temperaturze 220°C Podczas testow druku przestrzennego zauwazono,
1602  zZe filamenty o duzej zawarto$ci PLA (10 1 12,5% wag.) zatykaja dysz¢ drukarki 3D,
1603 co moze by¢ spowodowane niska homogenicznoscia tych probek. Stwierdzono,
1604  ze wszystkie kompozycje zawierajace do 7,5% wag. PLA (COMP-2,5PLA, COMP-
1605 5PLA oraz COMP-7,5PLA) pozwalaja na otrzymanie filamentu nadajacego si¢ do
1606  druku 3D w technologii FDM. Na Rysunku 5.25 pokazano otrzymany filament COMP-
1607  7,5PLA oraz wydrukowane z niego matryce porowate B o ksztalcie wypelnienia
1608  heksagonalnym, liniowym i tréjkatnym.

1609 Na podstawie analizy mozliwosci wydruku oraz badan wytrzymatosciowych
1610  do modyfikacji siarczanem (V1) amikacyny wytypowano filament COMP-7,5PLA.

1611

1612

1613  Rys. 5.25. Fotografie przedstawiajace: a) otrzymany filament COMP-7,5PLA o $rednicy 3 mm,
1614 a takze matryce porowate B o wypelnieniu: b) heksagonalnym, c¢) liniowym oraz d) tréjkatnym
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Badanie wtasciwosci antybakteryjnych

Wyniki badan mikrobiologicznych podsumowano w Tabeli 5.5. Strefy
zahamowania wzrostu dla filamentow modyfikowanych siarczanem (VI) amikacyny
przedstawiono na Rys. 5.26. Filament AMI-1 (modyfikacja filamentu poprzez
namaczanie w roztworze wodnym farmaceutyku) wykazuja dziatanie przciwbakteryjne.
Z kolei filament AMI-2 (koekstruzja z siarczanem (VI) amikacyny) nie posiadat
wlasciwosci  przeciwbakteryjnych. W  przypadku, kiedy substancja aktywna
umieszczona jest na powierzchni materialu ma ona mozliwos¢ natychmiastowej reakcji
z otoczeniem [223]. Wyniki sugeruja, ze w przypadku metody ko-ekstruzji (AMI-2)
nalezy zastosowa¢ wigkszg ilos¢ siarczanu (VI) amikacyny, aby uzyska¢ wilasciwosci

antybakteryjne podobne do modyfikowanego filamentu AMI-1.

Tabela 5.5. Podsumowanie badan mikrobiologicznych

Prébka E. coli P. fluorescens S.aureus  S. epidermidis
COMP-75PLA * - - -
AMI-1 -1 ok + + +
AMI-2 - 1 - - - -

*brak wtasciwosci antybakteryjnych, **wtasciwosci antybakteryjne

Rys. 5.26. Strefy zahamowania wzrostu wobec szczepow: A) E.coli, B) P. fluorescens,
C) S. aureus, D) S. epidermidis dla filamentu AMI-1
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Badanie profilu uwalniania siarczanu (VI) amikacyny ze zmodyfikowanych

filamentéw (HPLC)

Przeprowadzono  walidacj¢ = metody  HPLC-MS/MS.  Polegata ona
na oszacowaniuzakresu liniowoscisygnatu, granicy wykrywalnosci (LOD) i1 granicy
oznaczalnosci (LOQ). Otrzymane krzywe kalibracyjne byly liniowe w badanym
zakresie stezen, co przedstawiono na Rysunku 5.27. Parametry krzywej kalibracyjnej
przedstawiono w Tabeli 5.6.

y =309242x-897766

& 20 R2=0.9994
=
3
x
Q.
‘S
-~
v
o
QL 10
3
(=}
o
o
(=}
Q.

0

0 20 40 60 80

Stezenie siarczanu (V1) amikacyny [pg/mL]

Rys. 5.27. Krzywa kalibracyjna dla siarczanu (VI) amikacyny w przedziale stezen 2,5 - 75
ug/ml

Tabela 5.6. Parametry kalibracyjne

Zakres LOD LOQ
—ax+b S S R?

[ng/mL] y 2 b [ng/mL] | [ng/mL]

2,5+75 |y=309242x — 897766 | 1937 | 67783 0,9994 072 22

W przypadku filamentu zmodyfikowanego poprzez zanurzenie w wodnym
roztworze siarczanu (V1) amikacyny (AMI-1) uwalnianie nastgpito po 2 minutach (192
+ 41 pg/ml), co mozna zaobserwowa¢ na Rys. 5.28. Wynika to prawdopodobnie

ze stabego oddzialywania siarczanu (VI) amikacyny z grupami funkcyjnymi obecnymi
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w mieszaninie TPU/PLA. Wraz z wydluzeniem czasu uwalniania nie zaobserwowano
istotnych roznic w stezeniu amikacyny (uzyskiwane poziomy stezen po tescie
zanurzeniowym miescily si¢ w zakresie 192 + 229 pg amikacynyw przeliczeniuna 1l g
suchej masy filamentu. Dodatkowo probki po 2 1 5 minutach zanurzenia ponownie
testowano i zanurzano przez kolejne 3 dni, po czym analizowano roztwory metoda
HPLC-MS/MS. Stwierdzono, ze st¢zenia amikacyny byly ponizej zakresu krzywej
kalibracyjnej, co pozwolito potwierdzi¢, ze po 2 minutach zanurzenia catkowita ilo$¢
amikacyny zostala uwolniona z filamentu do roztworu wodnego. Mozna zatem
stwierdzi¢, ze tak jak w przypadku warstw porowatych typu A (zawierajacych
cyprofloksacyne), tak i tutaj nie zachodzi zjawisko kontrolowanego uwalniania leku.
W przypadku uwalniania AMI z powierzchni filamentu zjawisko to zachodzi jeszcze

szybciej niz w przypadku uwalniania z matryc porowatych A.

300

250

200

150

100

Zawarto$¢ amikacyny

50

[ug/g suchej masy filamentu]

5
9, A
%,

S o
¢
~ ~ [%) A
Czas uwalniania

Rys. 5.28. Czasowy profil uwalniania siarczanu (V1) amikacyny z filamentu AMI-1

W przypadku filamentow AMI-2 wykonanych metoda koekstruzji z siarczanem
(VI) amikacycny nie zaobserwowano uwalniania amikacyny do roztworu wodnego
po tescie zanurzeniowym. Nawet po 7 dniach zanurzenia filamentu st¢zenie
amikacynyznajdowato si¢ ponizej zakresu krzywej kalibracyjnej. Dodatkowo probki
analizowano w trybie SCAN i obserwowano bardzo staby sygnat od amikacyny.
Rys. 5.29 przedstawia réznice w intensywno$ci pikow siarczanu (VI) amikacyny

w zaleznosci od typu badanego filamentu.
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Rys. 5.29. Piki chromatograficzne siarczanu (V1) amikacyny uwolnionego z: A) filamentu
AMI-1 po 7 dniach oddziatywania z woda, B) filamentu AMI-2 po 7 dniach oddziatywania

z wodag
5.2.3. Matryce porowate B drukowane w technologii 3D FDM

Badanie wielkosci poréw polimerowych matryc drukowanych =z filamentu

COMP-7,5PLA o réznych architekturach wypetnienia

Wyniki badania wielkosci poréw dla matryc porowatych B drukowanych
w technologii FDM przedstawiono na Rys. 5.30. Otrzymane warto$ci wielko$ci porow
sg zgodne z wartosciami zatozonymi w trakcie projektu. Najnizsza wartoscig
(1,13 £ 0,07 mm) cechowaly si¢ matryce o wypekieniu liniowym (projektowana
warto$¢: 1,1 mm). Dla matryc heksagonalnych oraz trojkatnych srednie wielko$ci
porow wynosity kolejno: 2,97 = 0,03 mm oraz 3,00 + 0,04 mm (dla obu zatozono
warto$¢ 3 mm).

Prezentowane matryce porowate typu B charakteryzuja si¢ znacznie wigkszymi
wielkosciami porow (ok. 1 — 3 mm) w poréwnaniu do wielkosci wyznaczonych
dla matryc porowatych A (CPMs), dla ktorych pory charakteryzowaty si¢ wymiarami
w zakresie ok. 60 — 160 um. Jednakze odchylenia standardowe dla matryc porowatych
B sg znacznie nizsze w odniesieniu do odchylen wyznaczonych dla matryc porowatych
A, co $wiadczy o wezszym rozkladzie wielkosci porow tych pierwszych. Na podstawie
uzyskanych wynikoéw mozna zatem stwierdzié, ze zastosowanie druku w technologii
FDM pozwala na otrzymanie matryc porowatych warstwy absorpcyjnej

o kontrolowanej wielkosci porow, co jest znaczng zaleta w stosunku do metody SC/PL.
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35 srednia: 2,97 + 0,03 srednia: 3,00 + 0,04
~1 zak. wik.: 2,96 - 3,02 zak. wlk.: 2,97 - 3,05
'g‘ 3,0 4 T =
2 25-
B
a
B 204
2 srednia: 1,13 + 0,07
é 15 zak. wik.: 0,99 - 1,22
T
1,0 - /
T T 1 T J
Heksagonalne Liniowe Trojkatne

Typ wypelnienia porowatej matrycy B

Rys. 5.30. Sredni rozmiar poréw (£ odchylenie standardowe) oraz zakresy wielkoéci porow

otrzymanych matryc porowatych B (n = 10)

Badanie wtasciwosci mechanicznych polimerowych matryc drukowanych z filamentu

COMP-7,5PLA o réznych architekturach wypetnienia

Proba statycznego rozciggania matryc poliuretanowych pozwolita na okreslenie
ich wytrzymato$ci na rozcigganie oraz wydluzenia przy zerwaniu. W wyniku
rozciggania probek otrzymano po trzy wykresy zalezno$ci naprezenia od wydtuzenia
dla kazdego rodzaju wypelnienia matryc. Z otrzymanych danych wyznaczono
maksymalne naprezenie - wytrzymato$¢ na rozcigganie (Tsg) oraz maksymalne
wydluzenie przy zerwaniu probek (g). Otrzymane wyniki usredniono i umieszczono
w Tabeli 5.7. Najwigksza wytrzymatoscig na rozcigganie charakteryzujg si¢ probki
matryc o wypehieniu liniowym, (12,53+0,52 MPa), z kolei najmniejsza osiagaja probki
o wypehieniu trojkatnym (8,86 + 0,31 MPa). Analogiczng zalezno$¢ otrzymano
dla warto$ci maksymalnego wydtuzenia przy zerwaniu — najwyzszym wydluzeniem

cechuje si¢ matryca o wypetnieniu liniowym (1871,52 + 3,36%), a najnizszym matryca
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1712 o wypehieniu trojkatnym (1514,20 + 98,60%). Krzywe zaleznos$ci naprezenia
1713  od wydtuzenia przedstawiono na Rys. 5.31- 5.33.
1714  Tabela 5.7. Srednie warto$ci wytrzymatosci na rozciaganie i wudhuzenia przy zerwaniu matryc
1715  porowatych typu B wraz z odchyleniami standardowymi (n = 3)
Srednia wytrzymato$é Srednie wydtuzenie
Typ wypetnienia rozcigganie [MPa] przy zerwaniu [%]
Heksagonalne 10,37 +£0,85 1821,50 + 50,70
Liniowe 12,53 £ 0,52 1871,52 + 3,36
Trojkatne 8,86 £ 0,31 1514,20 + 98,60
1716
Matryce o wypetnieniu heksagonalnym
12,00
10,00
=
S 800
@
€ 6,00
V]
o
a8 4,00
2
2,00
0,00
0,00 500,00 1000,00 1500,00 2000,00
Wydtuzenie[%)]
1717
1718 Rys. 5.31. Wykres zaleznosci naprezenia od wydtuzenia dla trzech probek matryc
1719 o wypelnieniu heksagonalnym
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Matryce o wypetnieniu liniowym

14
12
& 10
2
v 8
o
E‘r 6
)
= 4 . J—
o'
0,00 500,00 1000,00 1500,00 2000,00
Wydtuienie [%)]
1720
1721 Rys. 5.32. Wykres zalezno$ci naprezenia od wydtuzenia dla trzech probek matryc
1722 o wypelnieniu liniowym
Matryce o wypetnieniu trojkgtnym
10,00
9,00
__ 800
& 7,00 ‘
'E' 6,00
L1
T 500 ‘
1]
@ 4,00 |
@ 3,00
=
2,00
100 |
0,00
0,00 500,00 1000,00 1500,00
Wydluzenie [%6]
1723
1724 Rys. 5.33. Wykres zalezno$ci naprezenia od wydtuzenia dla trzech probek matryc
1725 o wypehieniu trojkatnym
1726 Na podstawie przeprowadzonych badan wytrzymatoSciowych oraz analizy

1727  wielkosci porow do wytworzenia hybrydowego plastra wybrano porowatg matryce B
1728 o wypetnieniu liniowym (30% gesto$¢ wypetnienia) wykonang z filamentu COMP-
1729  7,5PLA. Ze wzgledu na wals¢iwosci mechaniczne zadecydowata najwyzsza
1730  wytrzymalo$¢ na zerwanie i 1 najwyzsze wydtuzenie przy zerwaniu matrycy porowatej

1731  typu B o wypeieniu liniowym.
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5.2.4. Hydrozele typu B (Agar/PVA i Agar/PVP sieciowane boraksem)

Ocena homogenicznosci warstw hydrozelowych przy pomocy mikroskopii optycznej

Optyczna analiza mikroskopowa pozwolita zaobserwowaé homogenizacje
siarczanu amikacyny i pozostatych substratow stosowanych w syntezie hydrozeli.
Wyniki tych badan przedstawiono na Rys. 5.34 i 5.35. Nie zaobserwowano wtracen

1 zanieczyszczen. Wszystkie probki hydrozelu ulegly rownomiernej homogenizacji.
.‘ w # - . v“ —l. . : "W"' ~ ; & P & ™ -

Rys. 5.34. Fotografie powierzchni powierzchni  hydrozeli: AG/0.8PVP/0.8BOR (po lewej) i
AG/0.8PVP/0.8BOR/AM (po prawej) obserwowane za pomocg mikroskopu optycznego
(skala: 200 pum)

. S

4 -

A d )
X
2

e 200um 200um
. A : ” e g —_—
1 s =

Rys. 5.35. Fotografie powierzchni hydrozeli AG/0.8PVA/0.8BOR (po lewej)
1 AG/0.8PVA/0.8BOR/AM (po prawej) uzyskane za pomoca mikroskopu optycznego
(skala: 200 pm)

Badanie kinetyki pecznienia

Absorpcja wody jest kluczowa cecha hydrozeli ze wzglgdu na ich zastosowanie
w opatrunkach na rany. Wysoka pecznienia réwnowagowego Wskazuje na dobra

zdolno$¢ wchtaniania wysigku z rany [89]. W trakcie tego badania najpierw zbadano
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kinetyke pecznienia réznych hydrozeli, aby wybra¢ probki o najlepszych zdolnosciach
chtonnych i zmodyfikowa¢ je siarczanem amikacyny. Krzywe pecznienia
dla wszystkich hydrozeli niezmodyfikowanych siarczanem amikacynyprzedstawiono
na Rys. 5.36, a dopasowane krzywe modeli kinetyki pecznienia pokazano na Rys. 5.37
15.38.

12004 a) 12004 b) 12004 C)
1000 1000 4 * 10004
% 1 2 : g 1 % ] 4 PO S
c g 2 . % i3 S
o 60 . < i C 6004 g I +—i—% O 60 - P
e gt ¥ 2 € [ P = S |
S 0ok N 400 /7 S 400_.: .......
& ‘ o ; o
200 200 ; 2004
0 T T T T T T T T T T 1 0—1/' T T T T T T T T T 1 o T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Czas [min] Czas [min] Czas [min]
= AG/0.4PVA/0.8BOR «- AG/0.4PVP/0.8BOR
« AG « AG/0.8PVA/0.8BOR « AG/0.8PVP/0.8BOR
« AG/0.8BOR +- AG/0.4PVA/1.6BOR +- AG/0.4PVP/1.6BOR
+ AG/1.6BOR + AG/0.8PVA/1.6BOR + AG/0.8PVP/1.6BOR

Rys. 5.36. Krzywe pe¢cznienia dla hydrozeli niezmodyfikowanych siarczanem amikacyny,
zawierajacych rozne ilosci agaru oraz: a) tetraboranu sodu, b) PVA i tetraboranu sodu oraz c)

PVP i tetraboranu sodu

W zaleznosci od sktadu hydrozele podzielono na trzy grupy. Na Rys. 5.36a
przedstawiono widma dla probek hydrozeli AG, AG/0.8BOR i AG/1.6BOR, ktore
zsyntetyzowano bez uzycia syntetycznych polimerow, takich jak PVA czy PVP. Aby
sprawdzi¢ wptyw ich dodatku na sktad hydrozelu, na Rys. 5.36b, 5.36¢ przedstawiono
rowniez krzywe pecznienia dla hydrozeli zsyntetyzowanych z uzyciem agaru, PVA lub
PVP i tetraboranu sodu. Mozna zauwazyé, ze dla hydrozeli AG, AG/0.8BOR
1 AG/1.6BOR najwigkszy wzrost pecznienia zaobserwowano w pierwszym etapie
badania (zakres 400 do 600%po 5 min). W poroéwnaniu do hydrozelu AG mozna
zauwazy¢, ze dodatek 0,8% wag. % BOR powoduje szybsze pecznienie,
co potwierdzajg rowniez wartosci statych kinetycznych K zawarte w Tabeli 5.8
I na Rys. 5.39, ktore zawieraja wszystkie obliczone parametry pecznienia. Hydrozel AG
charakteryzuje si¢ wartoscia statej Ko rowna 1,23 + 0,25 x 10* %™ min™, natomiast
dla AG/0.8BOR osiagneta ona wartos¢ 15,40 + 3,53 x 10* % 'min™ (biorgc pod uwage
nieliniowy model matematyczny drugiego rzgdu). Ponadto dodatek 1,6% wag. % BOR
dodatkowo zwigksza szybko$¢ pecznienia, ale zmniejsza ogodlny stopien pegcznienia

w poréwnaniu z hydrozelem AG/0.8BOR. Dla hydrozelu AG/1.6BOR pecznienie
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rownowagowe Weqosiagneto 553,94 + 6,56%, czyli znacznie mniej niz pgcznienie
rownowagowe dla AG/0.8BOR (711,66 + 7,27%), wyznaczone przy uzyciu modelu
nieliniowego drugiego rzedu. Mozna ten fakt wytlumaczy¢ tym, ze wzrost ilosci srodka
sieciujgcego ma istotny wpltyw wielkosc gesto$¢ usiecowania 1 S$rednia mase¢
czatseczkowa lancuchéw migdzy wezlami sieci, co szczegdélowo zostanie
przerdstawione w dalszej czesci pracy.

W przypadku hydrozeli zawierajacych PVA lub PVP mozna zaobserwowac
podobny trend. Wyzsza zawartos¢ BOR (1,6% wag.) obniza wartosci Weq. Na przyktad,
AG/0.4PVA/0.8BOR wykazuje znacznie wyzsza warto$¢ pecznienia rOwnowagowego
(1204,15 + 16,15%) niz AG/0.4PVA/1.6BOR (665,66 + 5,03%) dla nieliniowego
modelu kinetycznego drugiego rzedu. Mozna réwniez zaobserwowac, ze zawarto$¢
PVA lub PVP w hydrozelach ma silny wptyw na wiasciwosci chtonne hydrozeli [58],
[224], [225]. Ogolnie, dodatek wspomnianych polimeréow syntetycznych powoduje
zwickszenie pgcznienia rownowagowego, ale wzrost ten jest wickszy dla hydrozeli
z dodatkiem PVA. Hydrozele z taka samg zawarto$cig BOR i polimerow syntetycznych
roznigcych sie jedynie rodzajem dodawanego polimeru (PVA lub PVP) wykazuja
odmienne wartosciWeq. Na przyktad,hydrozel AG/0.8PVA/0.8BOR osiagnat 1289,14 +
19,58%, a hydrozel AG/0.8PVP/0.8BOR wykazywat 938,71 + 5,34% pecznienia
rownowagowego, bioragc pod uwage hieliniowy model kinetyczny drugiego rzedu.
Dodatkowo, oba wymienione hydrozele charakteryzowaly si¢ najwyzszymi
wskaznikami pecznienia sposrod wszystkich hydrozeli niemodyfikowanych siarczanem
amikacyny. Zaobserwowano réwniez, ze zwigkszenie ilosci polimeréw syntetycznych
(PVA lub PVP) od 0,4% wag. % do 0,8% wag. % w kompozycjach hydrozelowych
powoduje znaczny wzrost pegcznienia rownowagowego (Rys. 5.36b, 5.36¢).
Kompozycje hydrozelowe bazujace na PVA i PVP sieciowane tetraboranem sodu
wykazujg wysokie wlasciwosci chtonne, co potwierdzili rowniez w badaniach Husain
i inni [58] oraz Huang i inni [224].

Zaobserwowano, ze w przypadku wytworzonych hydrozelirodzaj zastosowanego
polimeru syntetycznego wptywa na profil pecznienia. Hydrozele zawierajace PVA
charakteryzujg si¢ powolnym, stopniowym wzrostem pecznienia w czasie. Na przyktad,
hydrozele AG/0.4PVA/0.8BOR i AG/0.8PVA/0.8BOR osiggnety pegcznienie

réwnowagowe po 105 minutach od rozpoczgcia eksperymentu (Rys. 5.36b). Natomiast
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hydrozele zsyntezowane z dodatkiem PVP wykazuja 0 wiele szybszy wzrost pecznienia
w czasie (Rys. 5.36¢) — pgcznienie rownowagowe zaczyna si¢ stabilizowac juz po 30
min eksperymentu. Oznacza to, ze hydrozele zawierajace PVP zapewniajg wysoka
zdolno$¢ chlonng szybciej niz hydrozele zawierajace PVA. Warto rowniez dodac,
ze opatrunek hydrozelowy powinien by¢ w stanie w krotkim czasie osiggnaé stan
réwnowagi pomiedzy rownoczesnym procesem pochtaniania i oddawania wody,
poniewaz woda zawarta w hydrozelu odpowiada za transport substancji aktywnych
Z hydrozelu do rany [226].

Pierwszy etap regeneracji rany charakteryzuje si¢ duza iloscig wysigku
tkankowego. Wysokie wtasciwosci chtonne hydrozeli zapewniajg szybkie pochlanianie
wysieku, dzigki czemu umozliwiaja utrzymanie rany w czystosci. Pozwala to uniknaé
zakazen bakteryjnych i sprzyja szybszej regeneracji ran [227], [228]. Wszystkie
zsyntetyzowane hydrozele niemodyfikowane siarczanem amikacyny wykazujg
pecznienie rownowagowe powyzej 400%, co pozwala na ich potencjalne
zastosowaniaopatrunkowe. Wysokie = wlasciwosci  chlonne umozliwiaja takze
bioaktywacje hydrozelu poprzez proces absorpcji wody zawierajgcej substancje
farmaceutyczne lub rdzne bio-czasteczki, takie jak peptydy, enzymy, kwasy
nukleinowe, sacharydy, przeciwciata, a takze zywe komorki [229].

Ponadto, podobny wynik uzyskali Ngadaonye i inni. podczas badan nad
kinetyka pecznienia hydrozeli na bazie chitozanu i N,N-dietyloakrylamidu w wodzie
destylowanej, ktore mogg by¢ potencjalnie stosowane jako opatrunki [230]. Nalezy
zaznaczy¢, ze zdolno$¢ absorpcyjna hydrozeli otrzymanych przez J. I. Ngadaonye nie
przekraczata 200%. Mozna zatem wnioskowaé, ze hydrozelezsyntetyzowane na bazie
agaru mogltyby by¢ réwniez stosowane jako opatrunki na rany, a wysokie wlasciwosci
sorpcyjne pozwalajg na zastosowanie jako opatrunek na rany z duzym wysigkiem.
Ze wzgledu na wysokie wlasciwosci pecznienia rownowagowego hydrozeli
AG/0.8PVA/0.8BOR i AG/0.8PVP/0.8BOR (powyzej 900%) oraz ich rézny profil
pecznienia (wolniejsze 1 szybsze dochodzenie do stanu réwnowagi) wybrano je do

modyfikacji siarczanu amikacyny.

Eksperymentalne dane pecznienia poréwnano z krzywymi dopasowanymi
za pomocg modeli pierwszego rz¢du, drugiego rzedu i Korsmeyera — Peppasa. Przebieg
pecznienia dla hydrozelu AG przedstawiono na Rys. 5.37. Probki AG/0.8PVVP/0.8BOR
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i AG/0.8PVA/0.8BOR modyfikowano siarczanem amikacyny ze wzgledu na ich
najlepsze wilasciwosci chtonne, a ich rownowagowe pecznienie i state Kinetyczne
zostaly obliczone i pordwnane z ich wartosciami przed procesem modyfikacji. Wykresy
dla  hydrozeli o najwigkszych  wartoSciach  pecznienia  réwnowagowego
(AG/0.8PVA/0.8BOR, AG/0.8PVA/0.8BOR/AM, AG/0.8PVP/0.8BOR [
AG/0.8PVP/0.8BOR/AM) przedstawiono na Rys. 5.38. Parametry pgcznienia obliczone
przy pomocy kazdego z wymienionych modeli matematycznych dla wszystkich

hydrozeli przedstawiono w Tabeli 5.8.

1000 -
800-_ B _{: 3 %_.,.5;4; P ot A_ e
600 -

400 - i",’

Pecznienie [%]

1i ! e AG

200! ----1rzad, R’ =0.9075

1 [ Il rzad , R* = 0.9668

e Korsmeyer - Peppas, R’ = 0.9928

0 —* . 1 ¥ 1 - T » 1 ’ I b 1 . ] - 1 \d 1 . 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Czas [min]

Rys. 5.37. Eksperymentalny przebieg pgcznienia dla hydrozelu AG (kropki) i krzywe

dopasowane zgodnie z modelami pierwszego rzedu, drugiego rzedu i Korsmeyera — Peppasa
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Rys. 5.38. Eksperymentalny przebieg pecznienia (kropki) dla hydrozeli:

a) AG/0.8PVA/0.8BOR, b) AG/0.8PVA/0.8BOR/AM, c) AG/0.8PVP/0.8BOR, oraz d)

AG/0.8PVP/0.8BOR/AM i krzywe dopasowane do modeli pierwszego rzedu, drugiego rzedu

(PEG)

i Korsmeyera — Peppasa

Dodatek siarczanu amikacyny spowodowat istotng réznice w wartosciach

pecznienia rownowagowego (Rys. 5.38) tylko w przypadku hydrozelu zawierajacego
PVP. Dla prébki AG/0.8PVP/0.8BOR/AM pecznienie rownowagowe wyniosto 840,16
+ 10,49%, podczas gdy dla probki niemodyfikowanej siarczanem amikacyny
(AG/0.8PVP/0.8BOR) pgcznienie rownowagowe osiggneto 938,71 + 5,34%, biorgc pod
uwage model nieliniowy drugiego rzedu. Z kolei, dla probek zawierajacych PVA
AG/0.8PVA/0.8BOR i AG/0.8PVA/0.8BOR/AM pecznienie rownowagowe osiggneto
odpowiednio 1289,14 + 19,58% 1 1301,71 + 35,70%. Uzyskane warto$ci nie roznity si¢
istotnie, co oznacza, ze dodatek siarczanu amikacyny nie wplynat na proces pgcznienia

hydrozelu zawierajacego PVA.

Wu i wspotpracownicyotrzymali hydrozele na bazie poli(glikolu etylenowego)

i poli(akryloamidu) (PAA) zmodyfikowane amikacyng lub kolistyna.
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Przeprowadzone przez nich badania wykazaty, ze pierwszorzgdowe grupy aminowe
obecne we wspomnianych substancjach aktywnych moga oddziatywaé z grupami
amidowymi obecnymi w tancuchach polimeru PAA [231]. Podobna sytuacja moze mie¢
miejsce w przypadku hydrozeli AG/0.8PVP/0.8BOR/AM. Grupy aminowe pochodzace
z siarczanu amikacyny moga oddziatywaé poprzez wigzania wodorowe z atomami azotu
obecnymi w tancuchach PVP i tworzy¢ dodatkowe wigzania poprzeczne, co moze

skutkowaé zmniejszeniem pgcznienia rOwnowagowego.

Rys. 5.39 sporzadzony na podstawie Tabeli 5.8 przedstawia zbiorcze
poroéwnanie Kinetycznych parametréw pecznienia, w zaleznosci od rodzaju hydrozelu.
Mozna zauwazy¢, ze Weq otrzymane z modeli pierwszego i drugiego rzedu wykazuja
bardzo podobne tendencje. Oba modele pokazuja, ze hydrozele zawierajace PVA
osiagnely wyzsze wartosci Weq niz hydrozele zawierajace PVP. Dodatkowo oba modele
potwierdzaja, ze zbyt duza zawartos¢ tetraboranu sodu (1,6% wag.) powoduje znaczny
spadek pecznienia réwnowagowegoWeq. Ponadto zaobserwowano, ze zaréwno
dla modeli pierwszego, jak i drugiego rzedu, hydrozele charakteryzujace si¢ wyzszymi
parametrami réwnowagi pecznienia zwykle wykazuja nizsze state kinetyczne K. Na
przyktad hydrozel AG/0.8PVA/0.8BOR wykazuje 1126,24 + 10,39% réwnowagowego
pecznienia i Ky wynosi 0,0499 + 0,0022 min™, podczas gdy AG/0.8PVP/0.8BOR osiaga
890,09 + 13,25% Weq, a Ky wynosi 0,1612 + 0,0181 min™ (model pierwszego rzedu,
Rys. 5.39a, 5.39b). Ten sam trend mozna zaobserwowa¢ w przypadku modelu
kinetycznego drugiego rzgdu. Gléwnym parametrem majacym silny wptyw na wartosci
statych kinetycznych jest rodzaj polimeru syntetycznego (PVA lub PVP). Zaréwno dla
modeli pierwszego, jak 1 drugiego rzedu najwyzsze wartosci Kj; i K, mozna
zaobserwowac¢ dla hydrozeli niezawierajacych polimerow syntetycznych (AG/0.8BOR,
AG/1.6BOR), a najnizsze dla zawierajacych PVA. Wynik jest zgodny z ksztaltami
krzywych pecznienia z Rys. 5.36. Hydrozele zawierajace PVA najszybciej osiagaja
rownowagowy stan pecznienia. Bardzo podobny trend mozna zaobserwowaé réwniez
dla wartosci Kkp obliczonych na podstawie modelu Korsmeyera — Peppasa. Mozna
rowniez stwierdzi¢, ze zawarto$¢ tetraboranu sodu nie wpltywa na wartosci Kgp

dla probek zawierajacych polimery syntetyczne.
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Tabela 5.8. Parametry pecznienia uzyskane z roznych modeli matematycznych kinetyki pecznienia hydrozeli

Kinetyka I rzedu Kinetyka I rzedu Kinetyka Korsmeyera - Peppasa

Symbol hydrozelu Weq [%] K, [min’] R? Weq [%] fg_}%-lmi”'l] R n Kip [Min™] R?

AG 791,11£28,76* 0,0691 £0,0141% 09075 868,97 +£2622% 123 =025 0,9668 02159=0,0111%  03419%0,0169% 0,9928
AG/0.8BOR 69853824 04189400629 09835  711,66+727  1540+3,53 0,9909 00855£0,0126  0,6574£0,0361  0,9659
AG/1.6BOR 54275753 04315+0,0787 09773 553.94+656  19,00+4,92 0,9879 00869=0,0122  0,6604+0,0348  0,9695
AG/0.4PVA/0.8BOR 1058,16 = 16,16 0,0472£0,0034 09887  1204,15+16,15 0,52+ 0,04 0,9958 02695+0,0355  02749+0,0440 09471
AG/0.8PVA/0.8BOR 1126241039  0,0499+0,0022 09959  1289,14+:19,58 0,49 £0,04 0,9951 02741+£0,0428 02664 £0,0514 09272
AG/0.8PVA/O.BBOR/AM 112054727  00415£0,0012 09983  1301,71£3570 0,39 +0,06 0,9873 0,2969 0,048  0,2430£0,0539  0,9159
AG/0.4PVA/1.6BOR 60924641 00846400054 09918  66566+503  186=0,10 0,9977 0,1905+0,0318  04075+0,0573  0,9374
AG/0.8PVA/1.6BOR 797012651 0031500010 09982  96449+3342  036=0,06 0,9871 03572£0,0534  0,1781£0,0436 09238
AG/0.4PVP/0.8BOR 72239+1513 0246900451 09524  75562+10,61  526=0.87 0,9855 0,1110£0,0088  0,5856+0,0224  0,9903
AG/0.8PV/P/0.8BOR 890,09=1325  0,1612+£0,0181 09778  93871+534  2,86+0,16 0,9979 0,1237£0,0172  0,5631+£0,0421  0,9696
AG/0.8PVPIO.8BOR/AM 806,04 +1523  02584+0,0434 09607 840161049 517080 0,9883 0,1077£0,0079  0,5905+0,0204 0,916
AG/0.4PVP/16BOR 438,11£729  0,1528=0,0189 09729  46462+2,66  520+0.28 0,9979 0,1348£0,0146  0,5169+0,0328  0,9802
AG/0.8PVP/L6BOR 537351012 02808+0,0490 09604  55854+731  8,64+148 0,9868 0,1041£0,0084  0,60240,0218  0,9902
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* Parametry podane w formie wartosci $rednich wraz z btedem standardowym (n = 3)
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Przyktadowo dla AG/0.8PVP/0.8BOR Kkp osiagneto 0,5631 + 0,0421 min™?,
natomiast dla AG/0.8PVP/1.6BOR jest rowne 0,6024 + 0,0218 min™ i wyniki te nie
roznig si¢ statystycznie. Co wigcej, dla wszystkich badanych hydrozeli wartosci
n wynosza ponizej 0,5, co oznacza, ze pecznienie odbywa si¢ Wedlug mechanizmu
dyfuzji quasi — Ficka [98]. Model Korsmeyera — Peppasa charakteryzuje rowniez
korelacja migdzy parametrami n i Kgp. Probki o nizszych parametrach n wykazujg
wyzsze stale Kgp, CO pozwala na szybsze osiggnigcie pgcznienia rownowagowego.
Probki zawierajace PVA mialy wartosci n najblizsze 0,5 (0,2695 + 0,0355 — 0,3572 +
0,0534) (Rys. 5.39), co jest charakterystyczne dla procesu dyfuzji Ficka [96]. Warto
doda¢, ze wszystkie wybrane modele kinetyczne wykazywaly wysoki poziom
dopasowania do danych eksperymentalnych (Rys. 5.37, 5.38 i Tabela 5.8), poniewaz
dla wszystkich typow hydrozeli wspotczynniki regresji R? osiagaly wartosci powyzej
0,9.
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Rys. 5.39. Poréwnanie kinetycznych parametréw pgcznienia hydrozeli: a) Wey(I rzedu), b) K,
(I rzgdu), €) Weq(II rzgdu), d) K (I rzgdu), €) n (model Korsmeyera-Peppasa) i f) Kxp(model
Korsmeyera-Peppasa) w zaleznosci od zawarto$¢ tetraboran sodu dla wszystkich

zsyntetyzowanych hydrozeli

Na podstawie badan pecznienia do wykorzystania w absorpcyjnej warstwie B
beda rozwazane hydrozele bazujace na agarze, PVA 1 tetraboranie sodu, gdyz ich
pecznienie nastgpuje W sposob stopniowy, w przeciwienstwie do hydrozeli

zawierajacych PVP, ktore pecznieja znacznie gwattowniej. Stopniowe pgcznienie jest
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procesem, ktory powinien zagwarantowaé stopniowe uwalnianie si¢ substancji

aktywnej.

Badanie gestosci (dy), Sredniej masy czqsteczkowej miedzy weztami sieci (M)
i gestosci usieciowania (pc)

Gestos¢ hydrozeli w stanie uwodnionym zmierzono w celu obliczenia $redniej
masy czasteczkowej miedzy weztami sieci oraz ggsto$ci usieciowania hydrozeli.
Wyniki tych pomiaréw i obliczen przedstawiono w Tabeli 5.9. Ggsto$¢ otrzymanych
probek hydrozelu mierzona w temperaturze 20 °C mieécila si¢ w zakresie od 0,85 +

0,03 do 1,27 £ 0,15 —=, co wynika z wysokiej zawartosci wody w hydrozelach, ktorej

-1
em3
gestos¢ w 20 °C wynosi 0,9982 C;:l?’ [159]. Zauwazono rowniez, ze modyfikacja
substancja czynng (AM) powoduje nieznaczne zwigkszenie gestosci zardwno
w przypadku hydrozeli zmodyfikowanych PVP jak i PVA.

Srednia masa czasteczkowa tancuchow migdzy weztami sieci (Mc) oraz gestosé
sieciowania (p;) stanowig miar¢ stopnia usieciowania hydrozelu i s3 z soba
bezposrednio powigzane zalezno$cig odwrotnie proporcjonalng (Réwnanie 13). Wraz
ze wzrostem Mc spada parametr p;, co mozna zaobserwowaé podczas analizy
Tabeli 5.9. Warto takze doda¢, ze wspomniane parametry s3 wyznaczane na podstawie
badan pecznienia rownowagowego. Zarowno w uzyskanych wynikach jak i innych
pracach naukowych dostgpnych w literaturze [56], [201], [224], [233] zauwazono,
7ze wyzszy stopien usieciowania(p;) skutkuje nizszymi zdolnosciami chlonnymi
hydrozelu.

Srednia masa czasteczkowa miedzy weztami sieci (M) jest wyraznie mniejsza
dla prébek zawierajacych 1,6% wag. % tetraboranusoduw poréwnaniu z probkami
zawierajagcymi 0,8% wag. % tetraboran sodu, podczas gdy dla gestosci usieciowania
mozna zaobserwowaé odwrotny trend. Zjawisko to spowodowane jest sieciujacym
efektemtetraboran sodu. Wigksza zawarto$¢ tetraboran sodu powoduje zwigkszenie
ilosci weztow sieci matrycy polimerowej, a tym samym zmniejszenie iloSci wolnej

przestrzeni zdolnej do magazynowania wody [224], [234].
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Ponadto, we wszystkich probkach dodatek PVP i PVA spowodowal wzrost
sredniej masy czasteczkowej miedzy weztami sieci (M) 1 jednoczes$nie zmniejszenie
gestosci usieciowania (pg). W przypadku hydrozeli zawierajacych PVP wigze si¢ to
z jego silnie hydrofilowym charakterem, wynikajacym z obecnosci ugrupowan
laktamowych w jego strukturze, ktére poprzez atom tlenu wykazuja zdolno$¢
do tworzenia wigzan wodorowych z czgsteczkami wody [224]. Z kolei dodatek PVA
zapewnia obecno$¢ dodatkowych grup hydroksylowych, co rowniez pozwala
na polepszenie zdolno$ci chtonnych matrycy hydrozelowej [235]. Mozna rowniez
zaobserwowac, ze hydrozele charakteryzujace si¢ wyzszymi parametrami pgcznienia
rownowagowego zawsze wykazuja proporcjonalnie wyzsze $rednie masy czasteczkowe
miedzy weztami sieci 1 mniejsze gestosci usieciowania.Na przyktad, hydrozele
AG/0.8PVA/0.8BOR osiagajac wysoka warto$¢ pecznienia réwnowagowego (Weg)
na poziomie 1126,24 + 10,39%, przy $redniej masie czasteczkowej migdzy weztami

sieci (M¢) wynoszacej 1607,10 £ 99,89 miol i gestosci usieciowania(pg) rownej 0,73 +

0,04 ;n—n(:i, podczas gdy dla hydrozelu AG/0.8PVP/0.8BOR o nizszym pecznieniu
rownowagowym (Weq) wynoszacym 797,01 + 6,51%, masa tancuchow miedzy
punktami sieciowania (M) osiaga 463,57 + 45,63 ﬁ przy gestosci usieciowania (p)

mol
dm3

réwnej 2,02 + 0,19 . Podobna zalezno$¢ zaobserwowana zostata takze przez Wongai
I jego wspOtpracownikow [201].
Tabela 5.9. Gesto$¢ (dp), srednia masa czasteczkowa miedzy weztami sieci (Mc) oraz gestosé

usieciowania (pc) dla hydrozeli niemodyfikowanych i modyfikowanych siarczanem amikacyny

Symbol hydrozelu dp [ﬁ] M. [ﬁ] Pc [:1—1:;]
AG 0,87 £ 0,02*

44559 £ 2775+«  LI6+F011"
AG/0.8BOR 0,90 + 0,09 385,21 +£30,47 2,35+0,17
AG/1.6BOR 0,99+ 0,04 323,99 + 24,53 3,07 +£0,22
AG/0.4PVA/0.8BOR 1,08 +£ 0,07 1141,46 + 73,59 0,95 £ 0,06
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AG/0.8PVA/0.8BOR 117+0,05 1607,10+9989 0,73 +0,04

AG/0.8PVA/0.8BOR/AM 1,27+0,15 1867,76 + 144,38 0,68 + 0,05

AG/0.4PVA/1.6BOR 0,90+ 0,03 291,44+ 26,38 3,10+ 0,26
AG/0.8PVA/1.6BOR 0,93+0,01 463,57 +45,63 2,02+0,19
AG/0.4PVP/0.8BOR 092+0,11 428,79 + 37,59 2,16 +0,19
AG/0.8PVP/0.8BOR 0,85+0,03 463,99 + 30,57 1,84 £ 0,12

AG/0.8PVP/0.8BOR/AM 0,99 +0,03 628,32 +35,74 1,58 + 0,09
AG/0.4PVP/1.6BOR 1,00+0,04 240,33 +16,86 4,17+ 0,28

AG/0.8PVP/1.6BOR 1,02+0,06 350,48 +26,56 2,92 £0,21

* Parametry podane w formie wartosci §rednich wraz z odchyleniem standardowym (n = 3)

Badanie zawartosci wody wolnej w hydroZelach

Wyniki dotyczace zawartosci wody wolnej w hydrozelach po syntezie
zestawiono w Tabeli 5.10. Wartoéci zawarto$ci wody mieszczg si¢ w zakresie
od 90,35+0,67% dla hydrozelu AG/08.PVP/0.8BOR/AM do 97,40+0,03%
dla hydrozelu AG/0.8PVA/0.8BOR/AM. Srednie wartosci dla hydrozeli zawierajacych
PVA sa wyzsze niz dla hydrozeli z PVP. Dodatek siarczanu amikacyny ma niewielki
wptyw na zawarto$¢ wody w hydrozelu, co mozna poming¢ biorgc pod uwagg wartosci
odchylenia standardowego. Wartosci powyzej 90% wynikaja z budowy hydrozeli, gdzie
polimer tworzy trojwymiarowsg sie¢, a czasteczki wody znajdujg si¢ pomiedzy siatkg
polimerowa, stanowigc wigkszo$¢ masy hydrozelu. Dla porownania, Appel i inni opisali
preparat hydrozeli o ultrawysokiej zawartosci wody, zawierajacych w swoim sktadzie
rowniez PVA, ktéry osiagnat zawartos¢ wody do 99,7%. Wysoka zawarto$¢ wody jest
wazng cechg ze wzgledu na pozadane podobienstwo hydrozeli do tkanek migkkich

cztowieka [236].
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Tabela 5.10. Srednia réwnowagowa zawartos¢ wody w hydrozelach wraz z odchyleniem

standardowym

Réwnowagowa Odchylenie
Symbol hydrozelu

zawarto$¢ wody [%0] standardowe [%0]
AG/0.8PVP/0.8BOR 93,77 1,20
AG/0.8PVP/0.8BOR/AM 90,35 0,67
AG/0.8PVA/0.8BOR 97,34 0,06
AG/0.8PVA/0.8BOR/AM 97,40 0,03

Badanie struktury chemicznej hydrozeli (FTIR)
Widma FTIR hydrozeli niezmodyfikowanych 1 zmodyfikowanych siarczanem

amikacyny przedstawiono kolejno na Rys. 5.40 i 5.41.
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| .\,'I.'\\\ ' ’ "

i A T N —_— | WV
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Rysunek 5.40. Widma FTIR dla probek hydrozeli zawierajacych rdzne ilo$ci agaru i:
a) tetraboranu sodu, b) PVA i tetraboranu sodu oraz c) PVP i tetraboranu sodu
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Rys. 5.41.Widma FTIR dla siarczanu amikacyny oraz probek hydrozeli:
AG/0,8PVP/0,8BOR i AG/0,8PVP/0,8BOR/AM

Widma FTIR agaru uzytego do syntezy hydrozeli oraz hydrozelu AG

(Rys. 5.40a) wykazaly szerokie pasmo przy 3348 cm™,

co przypisano drganiom
rozciggajacym grup O-H (vO-H) oraz drganiom walencyjnym grup N-H (vO-H) [164].
Stabe pasmo drgan vC-H przy 2905 cm™odpowiada grupie metylowej zwiazanej
z tlenem [238]. Pasmo o $redniej intensywnosci przy 1643 cm™ przypisano drganiom
vC=0 (I pasmo amidowe) i drganiom zginajacym 6N-H, (Il pasmo amidowe), ktore
pochodza ze skoniugowanych wigzan peptydowych obecnych w agarze [238], [239].
Drgania rozciagajacepochodzace od wigzania estrowego grupg siarczanowg mozna
zaobserwowaé przy 1372 cm™. Obecno$¢ reszt siarczanowych zalezy od metody
ekstrakcji zastosowanej do produkcji agaru z réznych gatunkow alg [237]. Pasma
obecne przy 1151 cm™ i 1039 cm™ przypisano odpowiednio drganiom vC-O
pochodzacym od eteru i alkoholu [239]. Przy 1064 cm™ i 932 cm™ mozna
zaobserwowaé pasma zwigzane z mostkami 3,6-anhydro-galaktozowymi [237], [238],
[240]. Na podstawie Rys. 5.40a mozna stwierdzi¢, ze widma spektroskopowe agaru
uzytego do syntezy oraz hydrozelu AG nie rdznig si¢ od siebie, co wskazuje, ze proces

jego wytwarzania nie wplynat na struktur¢ chemiczng agaru. Z kolei dodatek
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tetraboranu sodu, w przypadku widm hydrozeli AG/0.8BOR i AG/1.6BOR,
spowodowatl poszerzenie pasma zwigzanego z drganiami rozciggajacymi grup O-H
pochodzacych od agaru oraz przesuniecie maksimum absorpcji z 3348 cm™
do 3335 cm™. Przesunigcie pasma do nizszych liczb falowych moze byé spowodowane
tworzeniem si¢ wigzan wodorowych w strukturze hydrozelu [241] pomig¢dzy grupami
hydroksylowymi obecnymi w tancuchach polimerowych a anionami boranowymi [224].
Mozna zatem potwierdzi¢ sieciujgcy efekt tetraboranu sodu w kontakcie z roztworem
wodnym agaru.

Wszystkie hydrozele otrzymane przez zmieszanie agaru z PVA i usieciowane
tetraboranem sodu wykazuja pasma absorpcji charakterystyczne dla agaru oraz
dodatkowe pochodzagce od PVA (Rys. 5.40b). Dla hydrozeli AG/0.4PVA/0.8BOR
i AG/0.8PVA/0.8BOR mozna zaobserwowac szerokie pasmo drgan rozciggajacych
grup O-H (vO-H), pochodzacych zaréwno z agaru, jak i PVA, przy 3337 cm™,
natomiast dla AG/0.4PVA/1.6BOR i AG/0.8PVA/1.6BOR to samo pasmo mozna
zlokalizowa¢ przy 3333 cm™. Przesunigcie maksimum piku w kierunku nizszych liczb
falowych (w poréwnaniu hydrozelem AG) moze wskazywac na powstawanie wigzan
wodorowych [241]. Ich zawarto§¢ wzrosta dla hydrozeli zawierajacych 1,6% wag.
tetraboranu sodu, czego potwierdzeniem moze by¢ poszerzenie wspomnianego pasma
w porownaniu z hydrozelami zawierajacymi tylko 0,8% wag. tetraboranu sodu.
Ponadto, przy 1640 cm™ mozna zaobserwowaé pik zwiazany z drganiami vC=0 grup
octanowych [56], [242]. Pasmo przy ok. 1600 cm™ odpowiada drganiom
deformacyjnyméH-O-H pochodzacym od wody uwigzionej w  strukturze
hydrozelu[243]. Przy 1415 cm™ zlokalizowaé mozna drgania zginajace SCH, [242],
a pasma drgah wachlarzowych yC-H przy 1320 cm™ [241]-[243]. Sygnal drgaf
rozciggajacych vC-O pochodzacy od grup octowych obecnych w tancuchach PVA
zaobserwowa¢ mozna przy 1250 cm™. Pasmo widoczneprzy ok. 1120 cm™ potwierdzito
obecno$¢ drgan rozciggajacych vC-O wigzania pochodzacego od alkoholu,
swiadczacego o wystepowaniu krystalicznych domen w PVA, a pasmo przy ok. 1080

cm™ wynika z drgan zginajacych 80-H, odpowiadajacych amorficznym obszarom PVA
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[243]. Przy liczbie falowej ok. 830 cm™wystepuje pasmo zwiazane z drganiami
rozciggajacymi wigzania C-C (vC-C) [241].

Pomig¢dzy widmami spektroskopowymi przedstawionymi na Rys. 5.40a i 5.40b
mozna dostrzec liczne réznice. Pasma vO-H przy ok. 3500-3100 cm™ byly mniej
intensywne w przypadku hydrozeli zawierajacych tetraboran sodu (w poréwnaniu
z hydrozelem AG), co $§wiadczy o tym, ze cze$¢ grup hydroksylowych OH z agaru
i PVA zostala wykorzystana do utworzenia wigzan z tetraboranem sodu. Ponadto,
maksymalna absorpcja tego pasma dla hydrozeli jest przesunigta wzglegdem pasma
dla agaru i PVA. Mozna zatem przyjaé, ze sieciowanie hydrozelu zachodzito zard6wno
fizycznie (poprzez wigzania wodorowe), jak i chemicznie, o czym $wiadczy zaréwno
przesunigcie, jak 1 zmniejszenie intensywnosci pasma vO-H w otrzymanych
hydrozelach. Obecno$é¢ drgan vB-O-C przy 1290 i 1130 cm™ jest dodatkowym
potwierdzeniem sieciowania chemicznego dla wszystkich hydrozeli zawierajacych
BOR. Bardzo podobne wyniki uzyskali Koysuren i inni podczas badan nad hydrozelami
na bazie PVA i tetraboranu sodu[244]. Podobng reakcje zaobserwowano rdéwniez
w przypadku zespotu badawczego Yanase, przy czym intensywnos$¢ pasma vB-O-C
wzrastala wraz ze wzrostem zawartosci czynnika sieciujacego [245].

Widma hydrozeli zawierajacych PVP (Rys. 5.40c) réwniez wykazywaty
charakterystyczne pasmo w zakresie 3500 - 3100 cm™, co odpowiada drganiom vO-H.
Ponadto kazdy hydrozel z Rys. 5.40c posiadal drgania rozciggajace vC-H przy 2900
cm™ pochodzace od PVP i agaru. Zaobserwowaé mozna réwniez | i 11 pasmo amidowe
przy ok. 1600 cm™ i 1450 cm™. Drgania deformacyjne pozaptaszczyznowe yCH2
odpowiadaja wartoéci szczytowej okolo1400 cm™. Pik przy 1100 cm™ odpowiada
drganiom rozciggajacym vC-N [246].

Dla siarczanu amikacyny (Rys. 5.41) zaobserwowa¢ mozna szerokie pasmo
w zakresie 3500 - 3100 cm™ od drgah vOH, a takze wyrazny pik przy
3300 cm™pochodzacyod wibracji vN-H. Natomiast pasmo przy 2916 cm™ odpowiadato
drganiom vC-H. Pasmo to bylo roéwniez obecne na widmach hydrozelu
AG/0.8PVP/0.8BOR/AM. Drgania przy 1638 cm™ i 1592 cm™ zwigzane sa

odpowiednio z obecnosciag pierwszorzgdowej aminy [247] |1 ugrupowania
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aminoglikozydowego [248]. Ich obecnos¢ zaréwno na widmach siarczanu amikacyny,
jak i hydrozelu modyfikowanego AM (Rys. 5.41) dowodzi braku interakcji miedzy

grupami aminowymi leku a tancuchami polimerowymi hydrozelu [247].

Badanie kqta zwilzania, energii powierzchniowej i pracy adhezji

Katy zwilzania (Rys. 5.42 i 5.43), energie powierzchniowe i prace adhezji
dla hydrozeli niemodyfikowanych i modyfikowanych siarczanem amikacyny
zestawiono w Tabeli 5.11. Otrzymane wartosci katow zwilzania mieszczg sie
w zakresie od 26,70 + 3,74° (dla probki o zawartosci 0,8% wag. % PVP i 0,8% wag. %
tetraboranu sodu) do 40,50 & 3,921° (dla probki o zawartosci 0,8% wag. % PVA i 0,8%
wag. % tetraboranu sodu). Mozna takze zauwazyC, ze wartosci kata zwilzania sg
znaczaco wyzsze dla hydrozeli z dodatkiem PVA niz w przypadku hydrozeli
zawierajagcych PVP. Dopoisa¢ wartosci ile dla pva 1 pvp Ponadto, modyfikacja
siarczanem amikacyny nie wplyngta na wartoéci kata zwilzania w przypadku obu
wspomnianych probek, a niewielkie roznice mieszcza si¢ w granicach odchylen
standardowych. Energia powierzchniowa 1 praca adhezji sa $ci§le zwigzane
z wartosciami kata zwilzania. Im wigkszy kat zwilzania, tym mniejsza praca adhezji
1 mniejsza energia powierzchniowa. Wartosci energii powierzchniowej mieszczg si¢
w przedziale od 40,41 + 1,71 mJ/m? do 45,74 + 1,65 mJ/m®. natomiast praca adhezji
osigga wartosci od 89,37 £+ 2,30 mJ/m? do 96,07 = 1,95 mJ/m% Oczekiwana warto$é
kata zwilzania powinna by¢ mniejsza niz 90°, co §wiadczy o hydrofilowym charakterze
badanej powierzchni. Hydrofilowos$¢ jest wazng cecha hydrozeli do zastosowan
opatrunkowych, poniewaz pozwala na wchianianie wysigku z rany i zapewnia wilgotne
srodowisko gojenia si¢ rany. Nalezy zaznaczy¢, ze im mniejszy jest kat zwilzania, tym
bardziej hydrofilowa jest powierzchnia materiatu. Z Tabeli 5.11 wynika, ze probki
z dodatkiem PVP charakteryzuja si¢ bardziej hydrofilowg powierzchnia, co w efekcie
pozwala na szybsze wchlanianie cieczy. Badania przeprowadzone przez Ragne
1 wspotpracownikow [249] wykazaly, ze hydrozel wykonany z PVP wykazywal wyzsze
wlasciwosci  pecznienia réwnowagowego w  wodzie (103%) w pordwnaniu
z hydrozelem bazujacym na PVA (63%) po 300 godzinach testow. Ponadto
kompatybilna matryca polimerowo-hydrozelowa wykonana z potaczonych PVA i PVP
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wagowo) wykazala rownowagowa sorpcje wody réwn 0. iki te
50/50 g ykazala r¢ gowa sorpcje dy rowna 84%. Wyniki

pozwalaja stwierdzi€, ze wyzsza zawarto§¢ PVP w matrycy polimerowo-hydrozelowej

moze poprawi¢ wilasciwosci sorpcyjne wody. Z drugiej strony, otrzymane wyniki

pecznienia rownowagowego (Rysunek 5.39) informuja, ze hydrozele na bazie agaru

z dodatkiem PVP wykazuja mniejsze wartosci pecznienia rownowagowegoWeq niz

hydrozele zawierajagce PVA, ale wszystkie stale kinetyczne (Kj;, K; i Kgp) byly

znaczaco wyzsze dla probek zawierajacych w sktadzie PVP. Mozna zatem stwierdzic,

ze mniejszy kat zwilzania probek zawierajacych PVP powoduje szybsze osiggnigcie

stanu rownowagi, ale nie powoduje wzrostu rownowagowej chtonnosci wody.

Tabela 5.11. Kat zwilzania, energia powierzchniowa i praca adhezji dla hydrozeli

niemodyfikowanych i modyfikowanych siarczanem amikacyny

) Kat zwilzania Energia Praca adhezji
Symbol hydrozelu °] powierzchniowa [mJ/m?]
[mJ/m?]
AG/0.8PVP/0.8BOR 26,70 + 3.74 45,74 + 1,65 96,07 =1,95
AG/0.8PVP/0.8BOR/AM 29,48 +0,85  44,83+0,31 95,02 + 0,37
AG/0.8PVA/0.8BOR 40,50 + 3,92 40,41+1,71 89,37 +2,30
AG/0.8PVA/0.8BOR/AM 39,45+ 2,78 40,87 + 1,18 89,99 + 1,55
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Rys. 5.42. Pomiary kata zwilzania dla: a) AG/0,8PVP/0,8BOR
ib) AG/0,8PVP/0,8BOR/AM

a) b)

Rys. 5.43. Pomiary kata zwilzania dla: a) AG/0,8PVA/0,8BOR
i b) AG/0,8PVA/0,8BOR/AM

Badanie wtasciwosci antybakteryjnych hydrozeli

Na podstawie analizy wczeSniej zebranych wynikow, przede wszystkim
dotyczacych wtasciwosci sorpcyjnych wody, do badan mikrobiologicznych wybrano
hydrozele AG/0.8PVA/0.8BOR, AG/0.8PVA/0.8BOR/AM, AG/0.8PVP/0.8BOR oraz
AG/0.8PVP/0.8BOR/AM. Rys. 5.44 przedstawia warto$ci ODgyp Otrzymane w trakcie
badan prowadzonych na szczepach S. epidermidis (szczep ATCC 35984) i E. coli
(szczep ATCC 25922). Wartosci gestosci optycznej mierzono po 16 godzinach hodowli
dla odpowiednich kontroli obojetnych (hodowle S. epidermidis i E. coli rosnace
na podlozu LB, oznaczone na Rys. 5.44 jako Kontrola neutralna), probki
niemodyfikowane  siarczanem  (VI)  amikacyny = (AG/0.8PVA/0.8BOR i
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AG/0.8PVP/0.8BOR) oraz odpowiadajace im probki modyfikowane siarczanem (VI)
amikacyny (AG/0,8PVA/0,8BOR/AM i AG/0,8PVVP/0,8BOR/AM).

3,0- S. epidermidis (szczep ATCC 35984) 0 E. coli (szczep ATCC 25922)

25477777 2507779
201/ 2,0
5 15 £ 15
8 7 o /
1,04 [/ 1,0 1
0,5
0,0
@
&
«

Rys. 5.44. Aktywnos¢ antybakteryjna przeciwko S. epidermidis (szczep ATCC 35984)
oraz E. coli (szczep ATCC 25922) wybranych warstw hydrozelowych

Obie kontrole osiagnely 2,58 + 0,04 i 2,58 £ 0,01 OD600 odpowiednio
dla szczepow S. epidermidis i E. coli. Biorac pod uwage badanie aktywnosci przeciwko
S. epidermidis, dla probek AG/0.8PVA/0.8BOR i AG/0.8PVP/0.8BOR warto$¢ ODgo
wyniosta odpowiednio 2,61 £+ 0,06 1 2,52 £+ 0,03, co dowodzi, ze hydrozele
niemodyfikowane siarczanem amikacyny nie wykazujg wlasciwosci antybakteryjnych
aktywnos¢ przeciwko S. epidermidis. Podobny trend mozna zaobserwowac
dla wspomnianych probek przeciwko szczepowi E. coli, gdzie wartosci ODgog osiagnety
2,64 + 0,02 dla AG/0.8PVA/0.8BOR i 2,58 + 0,03 dla AG/0.8PVVP/0.8BOR. Ponadto,
probki niemodyfikowane siarczanem amikacyny nie zawieraja w swojej strukturze
zwigzkow,  ktore  moglyby  dodatkowo  powodowal  wzrost  szczepow
S. epidermidisiE. coli w poréwnaniu z obiema probami kontrolnymi.Na podstawie
Rys. 5.44 mozna réwniez stwierdzi¢, ze warstwy hydrozelowe modyfikowane
siarczanem amikacyny wykazuja wtasciwosci antybakteryjne wobec obu badanych
szczepow bakteryjnych. Wartosci ODgyp dla prébek AG/0.8PVA/0.8BOR/AM
1 AG/0.8PVP/0.8BOR/AM osiagnety odpowiednio 1,18 = 0,08 1 1,26 = 0,13, biorac pod
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uwage wzgledem szczepu S. epidermidis. Oznacza to, ze podczas testu siarczan
amikacyny uwolniony z obu wymienionych probek hydrozelu w podobnym stopniu
hamowat wzrost bakterii. W przypadku badania przeciwko szczepowi E. coli badane
probki modyfikowane siarczanem amikacyny wykazaly wyzsza aktywnosc¢
przeciwbakteryjng, poniewaz  wartosci  ODgyy  osiggnety 0,53  + 0,02
(AG/0.8PVA/0.8BOR/AM) i 0,49 + 0,03 (AG/0.8PVP /0.8BOR/AM).Wartosci OD600
dla probek modyfikowanych AM zawierajacych rézne polimery syntetyczne (PVA lub
PVP) nie roznig si¢ istotnie dla obu szczepdéw S. epidermidis i E. coli. Mozna zatem
stwierdzi¢, ze rodzaj syntetycznego polimeru uzytego do syntezy hydrozeli nie wptywa
znaczaco na aktywno$¢ przeciwbakteryjng warstw hydrozelowych wobec obu badanych
bakterii. Gtéwnym czynnikiem odpowiedzialnym za dziatanie antybakteryjne matryc
hydrozelowych jest obecnos¢ siarczanu amikacyny. W literaturze potwierdzono

wrazliwo$¢ S. epidermidis i E. coli na siarczan amikacyny [203].

Badanie uwalniania siarczanu (VI) amikacyny z hydrozeli w warunkach in vitro

(HPLC)

Kalibracja
Uzyskana krzywa kalibracyjna AMI charakteryzowala si¢ liniowoscia (R? =

0,998) w rozpatrywanym zakresie stezen : 2 — 50 ug/ml. Usrednione réwnanie krzywej
kalibracyjnej (n = 3) przedstawia si¢ nastgpujaco: y* = 1,728x + 0,6388 (gdzie, *y —
logio(pole powierzchni  piku); x — logi (stezenie)). Odchylenie standardowe
wspotczynnika nachylenia krzywej kalibracyjnej (Sa) oraz odcigtej (Sb), wynosity
odpowiednio: 0,010 oraz 0,0088. Stabilno$¢ miedzy nastrzykami roztworéw wzordéw,
wyrazona jako wspolczynnik zamienno$ci (wyznaczony na podstawie pol powierzchni
pikow) nie przekraczata 3%. Ze wzglgdu na nieliniowy charakter odpowiedzi detektora
ELSD, wartosci granic detekcji (LOD) oraz oznaczalnosci (LOQ) zostaly wyznaczone
doswiadczalnie (S/N = 3 dla LOD oraz S/N = 10 dla LOQ, gdzie S/N — stosunek
sygnalu do szumu): LOD = 1 pg/ml, LOQ = 2 pg/ml.
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Analiza probek rzeczywistych (materialow polimerowych)

W Tabeli 5.12 zestawiono wyniki analiz uwalniania AMI z hydrozeli HB_1
i HB_2. Na Rys. 5.45 przedstawiono skumulowane uwalnianie AMI z warstw
hydrozelowych w formie wykresow zaleznosci stgzenia od czasu.
Tabela 5.12. Skumulowane uwalnianiec AMI (CR) z hydrozeli wraz z odchyleniem
standardowym (SD) (n = 3).

Probka Czas CR + SD*
Opis [mg AMI/g
hydrozelu]
Hydrozel HB_1 5 min 0,194 + 0,064
(1 mg AMI /1 g hydrozelu) 15 min 0,230 + 0,068
30 min 0,270 + 0,069
1lh 0,334 + 0,079
3h 0,426 + 0,073
Hydrozel HB_2 5 min 0,39+0,12
(2 mg AMI /1 g hydrozelu) 15 min 0,49+0,12
30 min 0,59+0,11
1lh 0,699 + 0,086
3h 0,86+ 0,10
HB_2
1.0 i
2= 089 . F_ - ‘%
= e
T o [/
% > 064 [ 4 HB_1
[ 2 i Jf’_‘ &
g £ o04] # o }
ES . )
< alll
3% 0| W1

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Czas [min]
Rys. 5.45. Wykres zalezno$ci skumulowanego uwalniania AMI z badanych hydrozeli HB_1

oraz HB_2 w zalezno$ci od czasu
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Na podstawie danych zawartych w Tabeli 5.12 oraz na Rys. 5.45 stwierdzono,
ze po 360 min badania zaréwno z hydrozelu HB_1 jak i HB_2 uwolnito si¢ srednio
ok. 43% zawartego siarczanu (VI) amikacyny. Wyzsze wartoSci uwolnione
w przypadku hydrozelu HB 2 wynikaja wyzszej zawartosci dodanego siarczanu (VI)
amikacyny w trakcie syntezy (2 mg AMI/1g hydrozelu) w stosunku do hydrozelu HB 1
(1 mg AMI/1g hydrozelu). Nalezy zwroci¢ uwage, ze amikacyna w obu przypadkach
uwalniana jest w sposob kontrolowany i1 stopniowy. Krzywe uwalniania amikacyny
sa bardzo zblizone do krzywych pecznienia hydrozeli zawierajacych w swoim sktadzie
PVA (Rys. 432 a i b). Mozna zatem wnioskowaé, ze profil pgcznienia hydrozelu

ma istotny wptyw na profil uwalniania zawartej w nim amikacyny.

5.2.5. Warstwa absorpcyjna typu B (matryca drukowana w 3D FDM pokryta
hydrozelem B)

W wyniku potaczenia warstwy absorpcyjnej typu B (matryca porowata typu B
zanurzona w hydrozelu typu B), warstwy zewngtrznej oraz wartstwy adhezyjnej
uzyskano hybrydowe opatrunki HO 1 oraz HO 2 zawierajace hydrozele o réznych
stezeniach siarczanu amikacyny (0,1% wag. dla HO 1 1 0,2 % wag. dla HO 2).
Przygotowane zostaly one na potrzeby badan cytotoksycznosci, proliferacji oraz
migracji komoérek 1 charakteryzowaly si¢ stabilnoscig w temperaturze 4 °C
po hermetycznym zapakowaniu.  Wykonane hybrydowe opatrunki umieszczone

w plytce dotkowej do badan zapezentowano na Rys. 5.46.
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Rys. 5.46. Opatrunki powstate z polaczenia wszystkich warstw, umieszczone w plytce testowej

Badanie cytotoksycznosci i proliferacji

Oceng cytotoksycznosci (testy LDH) i proliferacji (testy XTT) hydrozeli HO_1
oraz HO_2 wobec komorek fibroblastow 46BR.1N, fibroblastow pierwotnych,
keranocytow HaCaT oraz komorek macierzystych tkanki tluszczowej (ASCs)
przedstawiono kolejno na Rys. 5.47 oraz Rys. 5.48. Przeprowadzone testy LDH
nie wykazaly cytotoksycznos$ci badanych opatrunkéw HO 1 oraz HO 2 wobec zadnych

z testowanych komorek w stosunku do kontroli (K).

46BR.1N - LDH

HaCaT - LDH

ooommo
53437

% cytotoksycznosci

HO_1 HO2

Fibroblasty pierwotne - LDH

HO_1

HO2

HO_1

HO_1

HO_2

ASC - LDH

HO_2

140
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3 20 3 2
B 2 0

=20 -20:

Rys. 5.47. Badania cytotoksycznosci hydrozeli HO 1 oraz HO_2 wobec wybranych ludzkich

komorek (*roznica istotna statystycznie: a = 0,05, n = 3, test U-Manna Whitneya).
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W przypadku badan proliferacji przeprowadzone testy XTT wykazaty, ze dla
obu badanych opatrunkéw HO 1 oraz HO 2 ich ekstrakty we wszystkich badanych
stezeniach powodowaty zahamowanie proliferacji fibroblastow 46BR.1IN o ok. 50%.
Dla pozostatych badanych komodrek zaobserwowano juz stabszy efekt hamujacy.
Np. wobec komorek keranocytow HaCaT 100% - owe ekstrakty znad obu rodzajow
opatrunkow (HO 1 oraz HO 2) wykazywaly dziatanie hamujace ich proliferacje
na poziomie ok. 30%, a w przypadku fibroblastow pierwotnych 100% - owe ekstrakty
znad obu rodzajéw opatrunkéw hamowaty poroliferacje o ok. 20% w stosunku
do kontroli (K). W stosunku do komodrek macierzystych tkanki tluszczowej (ASCs)
100% - owe ekstrakty znad obu rodzajow opatrunkow wykazywaty efekt podnoszacy
proliferacje w stosunku do kontroli (K) o ok. 20%. Wazng obserwacja jest rowniez fakt,
ze badanie LDH oraz XTT nie wykazato istotnych réznic w oddzialywaniu na komorki
ludzkie pomiedzy opatrunkiem HO 1 a opatrunkiem HO 2. Oznacza to, ze w badanym
zakresie stgzen (0,1 10,2 % wag.) ilo§¢ zawartego w opatrunku siarczanu amikacyny nie

wptywa na cytotoksycznosc 1 proliferacje wobec badanych komérek ludzkich.

46BRANXTT HaCaT - XTT
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Rys. 5.48. Badania wptywu hydrozeli HO 1 oraz HO 2 na proliferacj¢ wybranych ludzkich

komorek (*roznica istotna statystycznie: o = 0,05, n = 3, test U-Manna Whitneya).
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Ocena wptywu opatrunkéw na migracje komdrek skérnych i macierzystych

Analize¢ wptywu hydrozeli HO_1 oraz HO_2 na migracj¢ komorek fibroblastow
46BR.1N, fibroblastow pierwotnych, keranocytéw HaCaT oraz komodrek macierzystych
tkanki thuszczowej (ASCs) przedstawiono kolejno na Rys. 5.49. W przypadku obu
testowanych opatrunkéw HO 1 oraz HO 2 zaobserwowano niewielkie zahamowanie
migracji komorek fibroblastow 46BR.IN i fibroblastow pierwotnych. Najwyzsze
zahamowanie migracji zaobserwowano w stosunku do komorek HaCaT, gdzie 100% -
owe ekstrakty znad obu rodzajow opatrunkéw (HO 11 HO 2) wykazywaty kolejno ok.
40% 1 30% zahamowania migracji w stosunku do kontroli (K). W przypadku badan
na kmorkach thuszczowych (ASCs) zaobserwowano znaczny efekt pro — migracyjny
(ok. 25% zwigkszenie migracji w stosunku do kontroli (K) w przypadku obu badanych

opatrunkow).
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Rys. 5.49. Badania wptywu hydrozeli HO 1 oraz HO_2 na migracj¢ wybranych ludzkich

komorek (*réznica istotna statystycznie: a = 0,05, n = 3, test U-Manna Whitneya).
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Przeprowadzone badania cytotoksycznosci, proliferacji i migracji na wybranych
komorkach skornych potwierdzaja ogodlne bezpieczenstwo stosowania badanych

opatrunkow.
6. Podsumowanie wynikow badan

W przedstawianej pracy doktorskiej podjeto sie zaprojektowania i wytworzenia
dwoéch typéw hybrydowych warstw absorpcyjnych (typu A oraz typu B) opatrunku
o strukturze ,warstwy w warstwie”. Roznity sie one od siebie technologia
otrzymywania 1 wykorzystywanymi materialami. Warstwa absorpcyjna typu A
wytworzona zostata metoda impregnacji porowatych warstw typu A wykonanych przy
uzyciu metody SC/PL przy pomocy hydrozelu typu A. Z kolei warstwe absorpcyjna
typu B wykonano poprzez zanurzanie porowatych matryc typu B drukowanych przy
pomocy technologii FDM (zastosowanej po raz pierwszy w sposobie otrzymywnia
warstw absorpcyjnych opatrunku) w hydrozelu typu B. W obu przydkach otrzymano
warstwy absorpcyjne o strukturze ,warstwy w warstwie”. Warstwa absorpcyjna
o najbardziej korzystnych wtasciwosciach pod katem wielkosci poréw, wytrzymatosci
mechanicznej, aktywnosci mikrobiologicznej, a takze uwalniania substancji aktywnej
zostata nastgpnie wytypowana do wytworzenia prototypowego opatrunku ztozonego
z warstwy zewnetrznej, absorpcyjnej 1 adhezyjne;.

W przypadku matryc porowatych typu A (CPMs) wykonanych metodg SC/PL
(z PUR/PLA lub PUR/PVA) i stanowigcych element sktadowy hybrydowych warstw
absorpcyjnych typu A wykazano, ze rodzaj dodatku (PLA lub PVA) do PUR istotnie
wplywa na porowato$¢ otrzymanych matryc. Badane probki PUR/PVA wykazywaty
porowato$¢ na poziomie 73 — 81 %, a wartos$¢ ta wzrastata wraz ze zwigkszajacym si¢
dodatkiem PVA. Warto doda¢, ze dla matryc zawierajacych PVA porowato$¢ byta
wyzsza o okolo 5% w stosunku do probek PUR/PLA. Wyzsza porowatos¢ CPMs
wytworzonych z kompozycji PUR/PVA wynika¢ moze z procesu wytwarzania (SC/PL),
w ktorym zachodzi wymywanie porogenu za pomocg wody, a PVA stanowi
syntetyczny polimer wodno — rozpuszczalny [58], [181], [204]. W przypadku pomiaru

wielkosci poréw rosngcy dodatek PLA powodowal zmniejszanie si¢ wielko$ci porow,
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a rosngcy dodatek PVA zwigkszal wielkosci porow. Jednakze dla wszystkich
otrzymanych matryc wielkosci te byly porownywalne z wielkosciami poréw
opatrunkéw dostepnych komercyjnie, ktore wynosza np. 25 — 75 um ($rednio 69,2 pm)
dla Mepilex ® Silver czy 130 — 250 um ($rednio 195,0 um) dla Polymem ® Silver
[128]. W badaniach prowadzonych przez Lee [128] wielko$¢ porow i porowatosc mialy
wplyw na wilasciwosci sorpeyjne i retencje wody, jednakze nie wptywaty na dziatanie
antybakteryjne wobec szczepow bakteryjnych P. aeruginosa oraz S. aureus. Badania
degradacji ujawnily, ze zarowno w przypadku degradacji w medium zasadowym (5M
NaOH), kwasnym (2M HCI) jak i neutralnym (0,01 M PBS o pH = 7,4), probki
otrzymane z kompozycji PUR/PVA degradowaly S$rednio szybciej od tych ktore
zawieraly w swojej budowie PUR/PLA. Prawdopodobng przyczyng tej obserwacji jest
zdolno$¢ PV A do rozpuszczania w wodzie.

Przeprowadzone badania FTIR, ktorym poddano probki hydrozeli typu A
(rowniez wchodzace w skiad hybrydowej warstwy absorpcyjnej typu A) potwierdzity
powstawanie wigzan kowalencyjnych miedzy tancuchami PVA a anionami boraksu
(obecnos¢ pikow przy ok.1290 i 1130 cm™ charakterystycznych dla drgan
rozciagajacych grup B-O-C) [208]. Przy pomocy FTIR w badanych hydrozelach
zmodyfikowanych cyprofloksacyng zaobserwowano réwniez pasma w zakresie 1674-
1627 cm™ od drgan zginajacych &(N-H) pochodzacych od chinolin, co moze
potwierdza¢ obecnos¢ Cipro W CLHs. Ponadto, obecno$¢ Cipro w hydrozelach
potwierdzono takze przy pomocy badan SEM z EDX, gdzie probka H6 (hydrozel
ztozony z roztworu 4% PVA, 1,5% Cipro 1 10% LAA zmieszany z roztworem boraksu
w stosunku 3:1 (wag./wag.)) nieco wyzsza zawarto$¢ atomowa fluoru (1,33 + 0,05%)
w poréwnaniu do pozostatych badanych probek. Dla hydrozeli H4 (hydrozel ztozony
z roztworu 4% PVA, 1,5% Cipro i 10% LAA zmieszany z roztworem boraksu
w stosunku 2:1 (wag./wag.)) i H5 (hydrozel ztozony z roztworu 4% PVA, 1,5% Cipro
i 10% LAA zmieszany z roztworem boraksu w stosunku 1:1 (wag./wag.)) zawarto$¢
atomowa fluoru wynosita kolejno 0,44 = 0,03% i 0,58 + 0,03%. Mozna wiec
wnioskowac, ze probka H6 zawierata najwieksza ilos¢ cyprofloksacyny, co jest zgodne

z metodg ich wytwarzania.
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W przypadku badan HPLC zaobserwowano, ze wszystkie wykonane hybrydowe
warstwy absorpcyjne typu A s3 zdolne do uwalniaia cyprofloksacyny. Dla warstw
absorpcyjnych bazyjacych na matrycy porowatej wykonanej z kompozycji PUR/30PVA
(F-HAL4, F-HALS5, F-HALG6) o0 wyzszej porowatosci i wielkosci poréw stgzenia
eluowanej substancji aktywnej byty o ok. 9% i 3% wyzsze (kolejno po 5 1 15 min
badania) niz dla warstw otrzymanych z matrycy porowatej PUR/30PLA (F-HALL,
F-HAL2, F-HAL3). Pozwala to stwierdzi¢, ze na etapie taczenia warstwy porowatej A
z hydrozelem A matryce o wyzszej porowatosci 1 wielkosci porow byly w stanie
pochtongé wiecej hydrozelu zawierajacego cyprofloksacyne. Wyzsze porowatosci
i wielko$ci poréw powodowaly takze bardziej gwaltowne uwalnianie substancji
aktywnej. W procesie uwalniania Cipro rownie istotng rol¢ odegral rodzaj hydrozelu.
Zgodnie z zalozeniem, warstwy absorpcyjne zawierajace hydrozel o wyzszej zawartosci
cyprofloksacyny uwolnily jej wigkszg ilo$¢, zarowno po 5 jak i 15 min badania.

Przeprowadzone badania fizykochemiczne, analiza morfologiczna, badania
uwalniania lekow, krotkookresowe badania degradacji oraz weryfikacja dziatania
biologicznego doprowadzity do wniosku, ze tylko jeden z testowanych systemow
moglby znalezc potencjalne zastosowanie jako warstwa absorpcyjna typu A.
Byt to system F-HALG6 oparty na warstwie porowatej typu A otrzymanej z kompozycji
PUR/30PVA i hydrozelu H6 wykonanego z roztworu wodnego zawierajacego 4% PVA,
1,5% Cipro i 10% AA i zmieszane z roztworem boraksu w stosunku 3:1 (wag./wag.).
System ten wykazywal najwigksza degradacj¢ (do 53% utraty masy w 2M HCI, 72%
w 5M NaOH po 14 dniach i do 25% utraty masy w 0,01M PBS po 56 dniach) oraz
najwigksze uwalnianie Cipro w badaniu in - vitro (do 4 mg Cipro na 1 g opatrunku po
15 minutach). Wykorzystanie tego typu warstwy absorpcyjnej w wielowarstwowym
opatrunku mogloby zapewni¢ tatwe do wykonania i niedrogie rozwigzanie W leczeniu
ran przewleklych o wysokim potencjale zakazenia, stad ich dziatanie antybakteryjne jest
bardzo pozadane. Nalezaloby jednak poprawi¢ parametry uwalniania substancji
aktywnej, poniewaz w przypadku wytypowanego systemu F-HALG6 (warstwa absorpcyjna
wykonana z matrycy PUR/30PVA pokrytej hydrozelem H6) niemalze catkowite uwolnienie
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cyprofloksacyny nastgpito po 15 min uwalniania, przez co nie mozna zakwalifikowac
go do systemow przedtuzonego uwalniania lekow.

W zakresie badan nad matrycami porowatymi typu B w pierwszym etapie
wykonano metoda wtrysku kompozycje TPU/PLA o rosnagcej zawartosci PLA od 2,5
do 12,5% wag., co byo niezbgdne, aby oceni¢ parametry wytrzymatosciowe przed
wykonaniem prototypowych filamentow o odpowiednim skladzie. Przeprowadzone
badania wytrzymalo§ciowe wykazaty, ze najkorzystniejsze wyniki w probach
rozciggania wykazywaty kompozycje zawierajace 7,5% wag. i wigcej] PLA.
W przypadku badan twardosci metoda Shore’a D zaobserwowano, ze twardo$¢
badanych probek wzrastala proporcjonalnie do zawartosci PLA w skladzie. Badania
FTIR prototypowch filamentow wykonanych z kompozycji TPU/PLA pozwolily
na stwierdzenia zjawiska separacji mikrofazowej w filamentach zawierajacych 7,5%
wag. 1 wigcej PLA, o czym $wiadczylo poszerzenie podstawy piku vC=0O od grup
estrowych dobrze wymieszanych TPU i PLA przy 1730 cm™, zlokalizowane przy ok.
1770 — 1750 cm™. Zdolnosc blendéow do separacji mikrofazowej potwierdzono réwniez
w doniesieniach literaturowych [211], [212], a ponadto potwierdzono, ze struktura
mikrofazowa w postaci roOwnomiernie rozproszonych sferycznych domen jednego
polimeru w drugim moze wplywa¢ na podwyzszenie wtasciwosci mechanicznych blend
[213].

Badania degradacji krotkoterminowej prototypowych filamentow wykazaty,
ze w $srodowisku alkalicznym (5M NaOH) fimanety wykonane z PLA zdegradowaty
w caloéci, a rosngcy dodatek PLA w kompozycjach TPU/PLA powodowat
proporcjonalny wzrost ich stopnia zdegradowania. Analiza widm FTIR potwierdzita
mechanizm degradacji w $rodowisku alkalicznym zachadzacy gléwnie przez grupy
estrowe pochodzace od uzytego poli(estro uretanu) i PLA podlegajace w warunkach
alkalicznych zjawisku ,,backbittingu”, polegajacego na wewnatrzczasteczkowej
kondensacji  katalizowanej grupa hydroksylowa pomigdzy terminalng grupa
karboksylowa PLA a poprzedzajaca ja grupa estrowa, w wyniku ktorej nastepuje
wydzielanie si¢ laktydu (dimeru kwasu mlekowego) [216], [217]. Analiza degradacji

w $rodowisku kwasnym (2M HCI) réwniez ujawnita stopniowy wzrost stopnia
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degradacji wraz z rosnaca iloScia PLA w kompozycjach TPU/PLA. Jednakze w tym
przypadku degradacja zachodzita wolniej niz w Srodowisku alkalicznym. Analiza FTIR
ujawnita mechanizm degradacji zachodzacy zarowno poprzez rozpad grup estrowych
jak 1 uretanowych. Badanie degradacji w 0,01M CoCl, w 20% H,O, imitujacym
warunki in vivo a takze analiza widma FTIR potwierdzity stabilno$¢ wszystkich
badanych probek w tym medium, co pozwala przewidywac, ze bylyby one stabilne
w warunkach zastosowania na rany. Rowniez badanie kalcyfikacji w roztworze
Golomba — Wagnera potwierdzito stabilno§¢ filamentow w badanym medium
(pomijalnie male zmiany masy — ponizej 0,1% wag.). Ponadto zauwazono, ze do
zawartos$ci 7,5% wag. PLA w kompozycjach wlacznie nie wytracaja si¢ aglomeraty
soli. Przeprowadzone testy wydruku otrzymanych filamentow prowadzone
w temperaturze glowicy 220 °C ujawnily, ze filamenty o zawartosci PLA 10% 1 12,5%
wag. zatykaja dysze¢ drukarki, co moze by¢ spowodowane ich niska homogenicznoscia.
Nartomiast wszystkie kompozycje zawierajace do 7,5% wag. PLA pozwolily
na otrzymanie filamentow o witasciwosciach umozliwiajagcych wydruk tréjwymiarowy
w technologii FDM. Na podstawie analizy mozliwosci wydruku oraz badan
wytrzymalosciowych i degradacyjnych zarowno do wydruku matryc porowatych B jak
i dalszej modyfikacji siarczanem (VI) amikacyny za pomoca ko — ekstruzji
i namaczania wybrano filament COMP-7,5PLA (wykonany z mieszaniny TPU
z dodatkiem 7,5% wag. PLA). Przy pomocy badan HPLC ustalono, ze filament COMP-
7,5PLA zmodyfikowany siarczanem (V1) amikacyny przy pomocy metody ko —
ekstruzji nie uwalniat zawartej amikacyny. Z kolei filament zmodyfikowany siarczanem
(V1) amikacyny poprzez zanurzanie w roztworze leku uwalniatl cato$¢ substancji
farmaceutycznej po 2 min badania. Podobnie jak w przypadku matryc porowatych typu
A modyfikowanych chlorowodorkiem cyprofloksacyny, tak i tutaj nie mozna mowic
o przedtuzonym uwalnianiu, gdyz takie rozwigznaie nie pozwala na Kontrolg kinetyki
uwalniania. Z tego powodu zdecydowano si¢ na zastosowanie drukowanej
w technologii FDM warstwy porowatej jako szkieletu wzmacniajagcego warstwy

absorpcyjnej typu B, a substancje antybakteryjng (siarczan amikacyny) umiesci¢

166



POLITECHNI ]
@50 GDANSKA @

w hydrozelu B, co w zaloZeniu ma pozwoli¢ na kontrol¢ kinetyki uwalniania leku
w zaleznosci od sktadu hydrozelu.

Badania wielkosci porow matryc porowatych B o wypelnieniu heksagonalnym,
liniowym 1 tréjkatnym wydrukowanych z filamentu COMP-7,5PLA potwierdzity
zgodno$¢ otrzymanych wielkosci pordw z zakladanymi projektami. Na podstawie
otrzymanych wynikOw mozna stwierdzi¢, ze w poréwnaniu z metoda SC/PL druk
trojwymiarowy umozliwia znacznie wigksza kontrole nad uzyskiwanymi wielko$ciami
poré6w matryc porowatych. Zarowno ze wzgledu na rozmiary porow, jak
1 najkorzystniejsze wlasciwos$ci mechaniczne w probach rozciagania, do wytworzenia
porowatej matrycy B hybrydowego opatrunku wybrano matryce¢ o wypelnieniu
liniowym (porowatos¢ 30%) wykonang z filamentu COMP-7,5PLA.

Wszystkie otrzymane hydrozele typu B wykazywaly pecznienie rOwnowagowe
wyzsze od 400%, co umozliwia ich potencjalne zastosowania opatrunkowe [229].
Ponadto stwierdzono, ze hydrozele zmodyfikowane siarczanem (V1) amikacyny
AG/0.8PVA/0.8BOR/AM i AG/0.8PVP/0.8BOR/AM wykazywaly odpowiednig
zawarto$¢ wody 1 wlasciwosci chtonne do potencjalnego zastosowania w roli opatrunku
na rany charakteryzujace si¢ duzym wysickiem. Wykazywatl one zdolnosci chionne
o wartosci ponad 900%. W dostepne;j literaturze Husain i inni [58] oraz Huang i inni
[224] roéwniez stwierdzili wysokie wiasciwosci chtonne hydrozeli bazujacych na PVA
oraz PVP sieciowanych tetraboranem sodu.

Ponadto w celu zbadania wptywu zawartosci tetraboranu sodu i syntetycznych
polimeréw na proces pgcznienia wykorzystano rézne modele matematyczne. Wszystkie
zastosowane modele (I rzgdowy, II rzgdowy i Korsmeyera - Peppasa) wykazywatly
wysoki stopien dopasowania do danych eksperymentalnych, gdyz wartosci
wspotczynnikow regresji R przekraczaty 0,90. Przeprowadzone badania pozwolily
stwierdzi¢, ze najwazniejszymi czynnikami wptywajacymi na proces pegcznienia byta
zawartos¢ tetraboranu sodu (szczegodlnie dla parametru pgcznienia rGwnowagowego)
oraz obecno$¢ 1 rodzaj polimeréw syntetycznych (zarowno dla pecznienia
rOwnowagowego, jak 1 statych kinetycznych). Model Korsmeyera-Peppasa pozwolit

uzyska¢ informacje na temat fizycznych aspektéw procesu wchtaniania wody.
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Dla wszystkich badanych probek parametr n wynosit ponizej 0,5, co swiadczy o tym,
ze transport wody odbywat sie poprzez mechanizm quasi-Ficka.

Ponadto przeprowadzone badania wskazuja w jaki sposob kontrolowac
parametry takie jak: zawarto$¢ tetraboranu sodu i obecno$¢ PVA lub PVP, aby uzyskaé
satysfakcjonujace wihasciwosci chlonne, takie jak pecznienie rownowagowe i stale
Kinetyczne. Zaobserwowano, ze zard6wno rodzaj zastosowanego polimeru syntetycznego
(PVA oraz PVP) jak i ilos¢ srodka sieciujgcego majg istotny wpltyw na wtasciwosci
chtonne hydrozeli. Hydrozele zawierajace PVA wykazywaty §rednio wyzsze wartosci
pecznienia rOwnowagowego w poréwnaniu z hydrozelami zawierajacymi PVP, a proces
pochtaniania przez nie wody zachodzil wolniej (dluzszy czas ustalenia si¢ rownowagi
pomiedzy wodg a hydrozelem). Dodatkowo, w przypadku wszystkich hydrozeli zbyt
wysoka zawarto$c tetraboranu sodu (1,6% wag.) powodowata obnizenie wiasciwosci
sorpcyjnych. Badanie FTIR wytworzonych hydrozeli typu B pozwolito wykazalo
zardwno sieciowanie fizyczne (wigzania wodorowe) jak i kowalencyjne pomiedzy
tancuchami polimerowymi a boraksem. Warto rowniez wspomnie¢, ze dla hydrozelu
zawierajagcego PVA dodatek siarczanu amikacyny nie byl istotnym czynnikiem
wpltywajacym na wilasciwosci pecznienia, w przeciwienstwie do hydrozelu
zawierajacego PVP, gdzie dodatek substancji czynnej widocznie obnizal wartos¢
pecznienia rownowagowego. Badanie FTIR wytworzonych hydrozeli typu B pozwolito
stwierdzi¢, ze wystepuje tu zaréwno sieciowanie fizyczne (wigzania wodorowe)
jak 1 kowalencyjne pomig¢dzy tancuchami polimerowymi a boraksem.

Przeprowadzone badania antybakteryjne wykazaly, ze hydrozele modyfikowane
siarczanem amikacyny wykazuja silne dziatanie przeciwko szczepom bakteryjnym
S. epidermidis i E. coli, ktore sg bardzo czestg przyczyng infekcji ran. Dla poréwnania,
hydrozele niemodyfikowane siarczanem amikacyny nie wykazuja zadnej aktywnosci
przeciwbakteryjnej wobec obu badanych szczepow bakteryjnych. Z kolei badania
uwaniania siarczanu (VI) amikacyny z hydrozeli HB 1 i HB_2 przy pomocy HPLC
pozwolity ustali¢, ze maksymalne uwalnianie substancji aktywnej nastgpito po 180 min
badania 1 wyosito w obu przypadkach ok. 43% zawartego w nich siarczanu (VI)

amikacyny. Jednakze w przeciwienstwie do matryc porowatych A oraz filamentow
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COMP-7,5PLA zmodyfikowanych amikacyng zanurzeniowo, w tym przypadku
uwalnianie bylo kontrolowane stopniowe 1 skorelowane z krzywymi pegcznienia
hydrozeli zawierajacych w swoim sktadzie PVA (Rys. 4.32 a i b). Mozna zatem
wnioskowac, ze profil pecznienia hydrozelu ma istotny wptyw na profil uwalniania
zawartej w nim amikacyny.

Na podstawie badan wtasciwosci chtonnych, antybakteryjnych oraz mozliwosci
uwalniania siarczanu (VI) amikacyny, w celu wykonania dwdch prototypowych
hybrydowych opatrunkow wytypowano warstwe absorpcyjng B wykonang z matrycy
porowatej B drukowanej w technologii FDM o wypelnieniu liniowym zanurzong
w hydrozelu B o oznaczeniu HB_1 (opatrunek HO 1) oraz HB_2 (opatrunek HB_ 2).
Badania cytotoksyczno$ci przy pomocy testow LDH nie ujawnily cytotoksycznosci
badanych opatrunkéw wobec zadnych z badanych komorek (fibroblastow 46BR.1N,
fibroblastow pierwotnych, keranocytow HaCaT oraz komorek macierzystych tkanki
tluszczowej). Najwyzsze zahamowanie proliferacji nastgpito w przypadku obu
opatrunkow w stosunku do komorek fibroblastow 46BR.IN (ok. 50%). Najwyzsze
zahamowanie migracji zaobserwowano dla komorek HaCaT, z kolei w stosunku
do komoérek macierzystych tkanki tluszczowej ujawniono niewielki efekt pro -
migracyjny. Wykonane analizy cytotoksycznosci, proliferacji i migracji pozwalaja
potwierdzi¢ ogodlne bezpieczenstwo badanych opatrunkow HO 1 oraz HO 2, jednakze
badania nalezatoby kontunuowac¢ np. z zastosowaniem zwierzecego modelu gojenia ran.
Otrzymane wytypowane opatrunki mozna zatem przekaza¢ do kolejnego etapu badan,

co wykracza obecnie poza zakres niniejszej pracy.
7. Wnioski

1) W przedstawianej pracy doktorskiej udato si¢ zaprojektowaé nietypowe opatrunki
kompozytowe i wykona¢ dwa rodzaje (Typ A 1 Typ B) hybrydowych warstw

absorpcyjnych opatrunku.

2) Dla warstwy absorpcyjnej typu A uzuskano zadowalajace wyniki pod katem

wielko$ci porow 1 porowatosci, porownywalne z badanymi w literaturze opatrunkami
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dostgpnymi handlowo. Jednakze brak bezposredniej kontroli nad wielkosciami porow
w trakcie wytwarzania metodg SC/PL porowatej warstwy typu A, a takze gwattowne
uwalnianie chlorowodorku cyprofloksacyny w trakcie badan in vitro byto czynnikami

eliminujacymi ten typ warstwy z dalszych badan mikrobiologicznych.

3) Sposéb otrzymywania warstw absorpcyjnych B z wykorzystaniem druku
w technologii FDM zapewnil kontrole nad rozmiarem poréw i1 wiasciwosciami
mechanicznymi. Ponadto wykorzystane do ich wytworzenia hydrozele B zapewnity
dziatanie antybakteryjne i odpowiedni profil przedtuzonego uwalnania siarczanu (VI)

amikacyny.

4) Ustalono, ze profil uwalniania substancji aktywnej zalezat od mechanizmu sorpcji
wody przez badane hydrozele. Stopniowe pochtanianie wody hydrozeli na bazie agaru
i PVA sieciowanych boraksem ujawnione w testach kinetyki pecznienia miato
przetozenie na stopniowe uwalnianie siarczanu (VI) amikacyny w testach in vitro

do $rodowiska wodnego.

5) Hybrydowe opatrunki (HO_1 i HO_2) wykonane z warstwy absorpcyjnej B, warstwy
adhezyjnej z PVA oraz termoformowanej warstwy zewngtrznej okazaly si¢ potencjalnie
bezpieczne do stosowania na rany, co potwierdzono testami cytotoksycznosci,
proliferacji 1 migracji komorek ludzkich (fibroblastow 46BR.IN, fibroblastow

pierwotnych, keranocytow HaCaT oraz komorek macierzystych tkanki thuszczowej).

6) Przeprowadzone badania wykazaly, ze zaprojektowane w pracy doktorskiej warstwy
absorpcyjne B opatrunku hybrydowego typu warstwa w warstwie, mogg stanowic
ciekawe 1 nowatorskie rozwigzanie w sposobie otrzymywania opatrunkéw na rany.
Zalecane sg dalsze badania w dziedzinie bezpieczenstwa i skutecznosci antybakteryjnej

na modelach zwierzecych, co wykracza poza zakres i cel pracy.
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WYKAZ RYSUNKOW

Rys. 1.1. Etapy gojenia si¢ rany

Rys. 1.2. Zalezno$¢ stgzenia substancji aktywnej od czasu dla kontrolowanego, pulsacyjnego

i natychmiastowego uwalniania
Rys. 1.3. Przyktad przezroczystego komercyjnego opatrunku OptiView Transparent Dressing ®

Rys. 1.4. Przyktadowe wzory strukturalne polimeréw wykorzystywanych do syntezy hydrozeli

pochodzenia naturalnego (N) oraz syntetycznego (S)
Rys. 1.5. Schematyczne przedstawienie opatrunku hydroprzewodzacego (kompozytowego)

Rys. 1.6. Obraz przedstawiajacy: a) komputerowy model ortezy palca wskazujacego, b)
wydrukowang orteze palca wskazujacego z kompozytowego filamentu PUR/PLA

Rys. 2.1. Plan pracy badawczej w czesci eksperymentalnej pracy doktorskiej

Rys. 3.1. Schemat otrzymywania hybrydowe] warstwy absorpcyjnej typu A (ttumaczenie na
jezyk polski na podstawie publikacji Carayon I., Szarlej. P. et al. Polyurethane based hybrid

ciprofloxacin-releasing wound dressings designed for skin engineering purpose)

Rys. 3.2. Projekty drukowanych matryc porowatych B o roznych ksztattach wypehienia:
a) heksagonalnym, b) linlowym oraz c¢) trojkatnym (wykonano samodzielnie w

oprogramowaniu FlashPrint)

Rys. 3.3. Fotografia plytek testowych dotkowych stosowanych do otrzymywania opatrunkoéw

o0 srednicy 3,4 cm

Rys. 4.1. Polimerowe matryce porowate o wypekieniu (od lewej): heksagonalnym, liniowym

oraz trojkatnym

Rys. 5.1. Mikroskopia optyczna matryc porowatyc A (CPMs): a) PUR/L0PVA,
b) PUR/20PVA, c) PUR/30PVA, d) PUR/10PLA, e) PUR/20PLA, f) PUR/30PLA
(powigkszenie 800x).

Rys. 5.2. Srednia porowato$é (+ odchylenie standardowe) otrzymanych matryc porowatych A
(CPMs) (n = 10).

Rys. 5.3. Sredni rozmiar poréw (+ odchylenie standardowe) oraz zakresy wielkosci porow

otrzymanych matryc porowatych A (CPMs) (n = 10).
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Rys. 5.4. Sredni ubytek masy matryc porowatych A (CPMs) w odniesieniu do sktadu
kompozycji PUR i PLA w 2M HCI (*rdznica istotna statystycznie: oo = 0,05, n = 3).

Rys. 5.5. Sredni ubytek masy matryc porowatych A (CPMs) w odniesieniu do sktadu
kompozycji PUR/PLA lub PUR/PVA w 5M NaOH (*réznica istotna statystycznie: a = 0,05, h =
3).

Rys. 5.6. Srednia utrata masy CPMs w odniesieniu do skladu kompozycji PUR/PLA lub
PUR/PVA
w 0,01 M PBS.

Rys. 5.7. Widmo FTIR dla PVA oraz hydrozeli niezmodyfikowanych cyprofloksacyny
(UnMHs: H1- hydrozel z roztworow PVA i boraksu w proporcji 1:1 (wag./wag.) , H2 -
hydrozel z roztworé6w PV A i boraksu w proporcji 2:1 (wag./wag.) , H3 - Hydrozel z roztworow

PVA i boraksu w proporcji 3:1 (wag./wag.)).

Rys. 5.8. Widma FTIR hydrozeli zmodyfikowanych cyprofloksacyny (CMHs: H4 — hydrozel
sporzadzony z roztworu 4% PVA, 1,5% Cipro i 10% LAA zmieszany z roztworem boraksu w
stosunku 1:1 (wag./wag.) , H5 — hydrozel ztozony z roztworu 4% PVA, 1,5% Cipro i 10% LAA
zmieszany z roztworem boraksu w stosunku 2:1 (wag./wag.), H6 — hydrozel ztozony z roztworu
4% PVA, 1,5% Cipro i 10% LAA zmieszany z roztworem boraksu w stosunku 3:1 (wag./wag.))

oraz substancji aktywnej - cyprofloksacyny.

Rys. 5.9. Wybrane obrazy SEM pokazujace kraterowate struktury na powierzchni H4 CLH oraz
brak tych struktur na powierzchni CLH H5 i H6 (powigkszenie 2500x).

Rys. 5.10. Widma EDX dla CLHs: H4 — hydrozel sporzadzony z roztworu 4% PVA, 1,5%
Cipro i 10% LAA zmieszany z roztworem boraksu w stosunku 1:1 (wag./wag.) , H5 — hydrozel
ztozony z roztworu 4% PVA, 1,5% Cipro i 10% LAA zmieszany z roztworem boraksu w
stosunku 2:1 (wag./wag.), H6 — hydrozel ztozony z roztworu 4% PV A, 1,5% Cipro i 10% LAA
zmieszany z roztworem boraksu w stosunku 3:1 (wag./wag.)) oraz substancji aktywnej —

cyprofloksacyny
Rys. 5.11. Schemat przygotowania probek do badania uwalniania cyprofloksacyny.

Rys. 5.12. Stezenie uwolnionego Cipro po 5 i 15 min dla opatrunkéw kompozytowych F-
HAL1, F-HAL2, F-HAL3, F-HAL4, F-HALS5 i F-HAL6 (* rdznica istotna statystrycznie: a =
0,05, n = 3).
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Rys. 5.13. Ilo§¢ uwolnionego Cipro po 5 i 15 min dla opatrunkéw F-HAL1, F-HAL2, F-HALS3,
F-HAL4, F-HALS i F-HAL6 na 1 mg opatrunku (*réznica istotna statystycznie: oo = 0,05, n =
3).

Rys. 5.14. Tlo$¢ uwolnionego Cipro po 5 i 15 minutach, 24 godzinach i 7 dniach dla opatrunku
kompozytowego F-HALS.

Rys. 5.15. Tlo$¢ uwolnionego Cipro po 5 i 15 minutach, 24 godzinach i 7 dniach dla opatrunku
kompozytowego F-HALG na 1 mg opatrunku.

Rys. 5.16. Wyniki proby wytrzymatoSciowej: a) wytrzymato$¢ na rozcigganie (Tsg), b)

wydluzenie przy zerwaniu (g), ¢) odksztatcenie trwate (ep), d) modut Younga (E)

Rys. 5.17. Fotografie materiatéw: a) COMP-7,5PLA i b) TPU przedstawiajace powierzchnie

powstate po zerwaniu podczas prob wytrzymatosci na rozciaganie
Rys. 5.18. Twardo$¢ otrzymanych materiatow w zaleznos$ci od sktadu

Rys. 5.19.Widma FTIRfilamentow wykonanych z TPU, PLA i kompozycji COMP-2,5 —
COMP-12,5

Rys. 5.20. Fotografie SEM otrzymanych filamentéw

Rys. 5.21. Zmiana masy filamentow poddanych badaniu degradacji krétkoterminowej (a) i
widma FTIR filamentow COMP-7,5PLA przed i po procesie degradacji w 0,1M CoCl,
w 20% H,0,, 2M HCI i %M NaOH (b)

Rys. 5.22. Fotografie probek filamentow przed i po procesie degradacji krotkoterminowej w SM

roztworze NaOH

Rys. 5.23. Zmiana masy probek filamentow poddanych kalcyfikacji w roztworze Golomba -

Wagnera
Rys. 5.24. Mikroskopia optyczna probek filamentow przed i po procesie kalcyfikacji

Rys. 5.25. Fotografie przedstawiajace: a) otrzymany filament COMP-7,5PLA o $rednicy 3 mm,

a takze matryce porowate B o wypelieniu: b) heksagonalnym, c) liniowym oraz d) trojkatnym

Rys. 5.26. Strefy zahamowania wzrostu wobec szczepow: A) E.coli, B) P. fluorescens,
C) S. aureus, D) S. epidermidis dla filamentu AMI-1
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Rys. 5.27. Krzywa kalibracyjna dla siarczanu (VI) amikacyny w przedziale stezen 2,5 - 75
ug/ml

Rys. 5.28. Czasowy profil uwalniania siarczanu (V1) amikacyny z filamentu AMI-1

Rys. 5.29. Piki chromatograficzne siarczanu (VI) amikacyny uwolnionego z: A) filamentu
AMI-1 po 7 dniach oddziatywania z wodg, B) filamentu AMI-2 po 7 dniach oddzialywania

z woda

Rys. 5.30. Sredni rozmiar poréw (+ odchylenie standardowe) oraz zakresy wielkosci poréw

otrzymanych matryc porowatych B (n = 10)

Rys. 5.31. Wykres zalezno$ci napr¢zenia od wydluzenia dla trzech probek matryc o

wypelnieniu heksagonalnym

Rys. 5.32. Wykres zaleznosci napre¢zenia od wydluzenia dla trzech probek matryc o

wypehieniu liniowym

Rys. 5.33. Wykres zalezno$ci naprgzenia od wydluzenia dla trzech probek matryc o
wypekieniu troéjkatnym

Rys. 5.34. Fotografie powierzchni powierzchni  hydrozeli: AG/0.8PVP/0.8BOR (po lewej) i
AG/0.8PVP/0.8BOR/AM (po prawej) obserwowane za pomocg mikroskopu optycznego
(skala: 200 pm)

Rys. 5.35. Fotografie powierzchni hydrozeli : AG/0.8PVA/0.8BOR (po lewej) i
AG/0.8PVA/0.8BOR/AM (po prawej) uzyskane za pomocg mikroskopu optycznego
(skala: 200 pum)

Rys. 5.36. Krzywe pegcznienia dla hydrozeli niezmodyfikowanych siarczanem amikacyny,
zawierajacych rozne ilosci agaru oraz: a) tetraboranu sodu, b) PVA i tetraboranu sodu oraz c)

PVP i tetraboranu sodu

Rys. 5.37. Eksperymentalny przebieg pecznienia dla hydrozelu AG (kropki) i krzywe

dopasowane zgodnie z modelami pierwszego rzedu, drugiego rzgdu i Korsmeyera — Peppasa

Rys. 5.38.  Eksperymentalny  przebieg pegcznienia  (kropki) dla  hydrozeli:
a) AG/0.8PVA/0.8BOR, b) AG/0.8PVA/0.8BOR/AM, c) AG/0.8PVP/0.8BOR, oraz d)
AG/0.8PVP/0.8BOR/AM i krzywe dopasowane do modeli pierwszego rzedu, drugiego rzedu i

Korsmeyera — Peppasa
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Rys. 5.39. Porownanie kinetycznych parametréw pegcznienia hydrozeli: a) Weq(I rzedu), b) K (1
rzgdu), ¢) Weq(Il rzedu), d) K, (I rzedu), e) n (model Korsmeyera-Peppasa) i f) Kxp(model
Korsmeyera-Peppasa) w zaleznosci od zawarto$¢ tetraboran sodu dla wszystkich

zsyntetyzowanych hydrozeli

Rysunek 5.40. Widma FTIR dla probek hydrozeli zawierajagcych rozne ilosci agaru i:

a) tetraboranu sodu, b) PVA i tetraboranu sodu oraz ¢) PVP i tetraboranu sodu

Rys. 5.41.Widma FTIR dla siarczanu amikacyny oraz probek hydrozeli: AG/0,8PVP/0,8BOR
i AG/0,8PVP/0,8BOR/AM

Rys. 5.42. Pomiary kata zwilzania dla: a) AG/0,8PVP/0,8BOR ib) AG/0,8PVP/0,8SBOR/AM
Rys. 5.43. Pomiary kata zwilzania dla: a) AG/0,8PVA/0,8BOR i b) AG/0,8PVA/0,SBOR/AM

Rys. 5.44. Aktywno$¢ antybakteryjna przeciwko S. epidermidis (szczep ATCC 35984)
oraz E. coli (szczep ATCC 25922) wybranych warstw hydrozelowych

Rys. 5.45. Wykres zalezno$ci skumulowanego uwalniania AMI z badanych hydrozeli HB 1

oraz HB_2 w zalezno$ci od czasu
Rys. 5.46. Opatrunki powstate z potaczenia wszystkich warstw, umieszczone w plytce testowej

Rys. 5.47. Badania cytotoksycznosci hydrozeli HO 1 oraz HO 2 wobec wybranych ludzkich
komorek (*réznica istotna statystycznie: o = 0,05, n = 3, test U-Manna Whitneya).

Rys. 5.48. Badania wptywu hydrozeli HO 1 oraz HO 2 na proliferacje wybranych ludzkich

komorek (*réznica istotna statystycznie: o = 0,05, n = 3, test U-Manna Whitneya).
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krotkim opisem.

Tabela 3.2. Symbole otrzymanych hydrozeli A niezmodyfikowanych cyprofloksacyna
(UnMHs) oraz zmodyfikowanych cyprofloksacyna (CLHs) wraz z ich krotkim opisem

Tabela 3.3. Symbole otrzymanych hybrydowych warstw absorpcyjnych (F-HALS) wraz z ich

krotkim opisem.

Tabela 3.4. Symbole, parametry wyttaczania i opis probek uzyskanych filamentow

Tabela 3.5. Parametry wydruku porowatych matryc polimerowych

Tabela 3.6. Symbole probek hydrozeli i ich sktad
Tabela 3.7. Sktad hydrozeli zmodyfikowanych siarczanem amikacyny

Tabela 4.1. Parametry statycznej proby rozciggania
Tabela 4.2. Warunki chromatograficzne.
Tabela 4.3. Sktad matryc hydrozelowych B zmodyfikowanych siarczanem (VI) amikacyny

Tabela 5.1. Szczegbtowy opis pasm widm spektroskopii w podczerwieni z transformacija

Fouriera (FTIR) przedstawionych na Rys. 4.16 (PVA i UnMH).

Tabela 5.2. Opis pasm widm spektroskopii w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR)
przedstawionych na Rys. 5.8 (Cipro).

Tabela 5.3. Opis pasm widm spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR)
przedstawionych na Rys. 5.8 (CLHs, H4 - H6).

Tabela 5.4. Masa i zawarto$¢ atomowa pierwiastkow w hydrozelach H4, HS i H6.
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Tabela 5.5. Podsumowanie badan mikrobiologicznych

Tabela 5.6. Parametry kalibracyjne

Tabela 5.7. Srednie warto$ci wytrzymatosci na rozciaganie i wudtuzenia przy zerwaniu matryc
porowatych typu B wraz z odchyleniami standardowymi (n = 3)
Tabela 5.8. Parametry pecznienia uzyskane z réznych modeli matematycznych Kinetyki

pecznienia hydrozeli

Tabela 5.9. Gesto$¢ (dp), srednia masa czasteczkowa miedzy weztami sieci (Mc) oraz gestosé

usieciowania (pc) dla hydrozeli niemodyfikowanych i modyfikowanych siarczanem amikacyny

Tabela 5.10. Srednia réwnowagowa zawartos¢ wody w hydrozelach wraz z odchyleniem

standardowym

Tabela 5.11. Kat zwilzania, energia powierzchniowa i praca adhezji dla hydrozeli

niemodyfikowanych i modyfikowanych siarczanem amikacyny

Tabela 5.12. Skumulowane uwalnianie AMI (CR) z hydrozeli wraz z odchyleniem
standardowym (SD) (n = 3).
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