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Wykaz skrotow:

GO - tlenek grafenu, graphene oxide
Tq.temperatura denaturacji, temperature of denaturation
TS - wytrzymalo$¢ na rozcigganie, tensile strength

SEM - skaningowa mikroskopia elektronowa, scanning electron microscope



1. WSTEP

Kolagen dzigeki znacznej dostgpnosci jest tematem wielu badan w dziedzinie nauki i
jest powszechnie stosowany w medycynie [1]. Obecnie kolagen pochodzacy z ryb czy
innych zwierzat morskich stanowi przedmiot zainteresowania wielu o$rodkow
badawczych. Jest to spowodowane wzgledami ekonomicznymi — kolagen ten mozna
pozyskiwa¢ z odpadkéw przetwoOrstwa rybnego oraz nie wigze si¢ z ryzykiem
przeniesienia chorob odzwierzecych na czlowieka jak w przypadku biatek
pochodzacych od ssakow [2—4]. Naturalna posta¢ kolagenu w jakiej wystgpuje i
funkcjonuje w organizmie zwana jest formg natywng. W ponizszej pracy przez kolagen
nalezy rozumie¢ wlasnie ta forme [5]. Tlenek grafenu moze stuzy¢ jako nosnik lekow,
ktore dzigki jego specyficznym — wlasciwoscia moga by¢é uwalniane w sposob
kontrolowany [6]. Trwaja rowniez badania nad zastosowaniem tlenku grafenu w
inzynierii tkankowej [7]. Najnowsze doniesienia wskazuja, ze uktad kolagen/tlenek
grafenu jest potencjalnym biomateriatem, ktéry moze by¢ wykorzystywany m.in. w
leczeniu ran czy inzynierii tkankowej. Jednak interakcja pomiedzy kolagenem,
a tlenkiem grafenu nie jest jeszcze dobrze poznana, dlatego tak istotne jest badanie

wptywu tlenku grafenu na strukture kolagenu [8,9].



1. Kolagen

Kolagen jest powszechnie wystepujacym w organizmach zywych biopolimerem. Jest
on obecny prawie we wszystkich tkankach i narzadach takich jak tkanka faczna, kosci,
Sciggna, chrzastki, wiezadla, zeby czy skora. Stanowi on okoto 1/3 wszystkich biatek
wystepujacych w organizmie. Lancuchy kolagenowe zawieraja dlugie sekwencje rzgdu
tysigca aminokwasow, gdzie trzema najistotniejszymi sg glicyna (stanowigca okoto 30
% wszystkich reszt aminokwasowych), prolina oraz hydroksyprolina. Struktura
sktadajaca si¢ z trzech lewoskretnych tancuchow tworzace prawoskretng konformacje
superhelisy nosi nazwe tropokolagenu. Struktura ta utrzymywana jest gtownie za
pomoca wigzan wodorowych [1,10-13]. Poszczeg6lne rodzaje kolagenu rdznig sie¢
swoja budowg — sekwencja aminokwasow, dzigki czemu mogg pehni¢ rozmaite funkcje
w organizmach zywych. Natomiast podstawowym zadaniem tych bialek jest

utrzymanie spdjnej struktury wielu tkanek oraz narzadow [1,14].

1.1. Wlasciwosci kolagenu

Kolageny wykazuja szeroki zakres wlasciwo$ci w zaleznos$ci od swojej budowy,
jednakze zwykle charakteryzuja si¢ znaczng odpornoscig na urazy mechaniczne i
rozcigganie. Istnieje 6 typow tancuchow kolagenowych zwanych podjednostkami o,
réznigcych sie¢ miedzy soba zawarto$cig oraz ulozeniem aminokwaséw w tancuchu.
Tropokolagen moze sktada¢ si¢ z 3 tych samych podjednostek alfa, jak i z 3 réznych.
Istniejg rowniez kolageny ztozone z 2 tych samych podjednostek o i1 jednej innej. Na
chwile obecng rozrozniamy 29 typoéw kolagenow [12,15]. Wyrdzniamy kolageny
fibrylarne i niefibrylarne. Pierwsza grupe stanowig biatka, ktorych struktury tworza
wlokna, a biorac pod uwage procentowa zawarto§¢ masy w organizmie stanowia
zdecydowang wiekszo$¢ [1,12,15]. Wystepuja one gtéwnie w skorze ( typ I, 111, V),
ko$ciach (typ I, V, XXIV), chrzastkach (typ I XLXXVII) i rogowce (typ LV,XXIV).
Ponadto typ IIl wystepuje w macicy, jelitach oraz naczyniach, a kolagen typu V
wystepuje w tozysku [1]. Kolagenu fibrylarne odpowiadaja gtownie za integralnos¢
tkanek, wytrzymato$¢ na uszkodzenia mechaniczne, sztywno$¢ oraz elastycznosé

[1,16]. Charakterystyczne dla tworzonych wtokien kolagenowych jest ich ré6znorodnosé



— zazwyczaj witokna zbudowane sa z kilku typoéw kolagenéw [1]. Do kolagenow
niefibrylarnych zaliczamy: kolagen btony podstawnej, kolagen tworzacy heksagonalne
uklady sieciowe badz mikrowtdkna, kolagen kotwiczacy, typu FACITs, MACITs 1
multipleksyny [1,12]. Kolagen btony podstawnej to przede wszystkim kolagen typu IV,
wystepujacy rowniez w naczyniach wilosowatych, tkankach tluszczowych czy w
komoérkach nerwowych. Jego gldwna cechg jest stanowienie matrycy dla innych
sktadnikow blon podstawnych, ponadto jego widkna przeplatane sg czgsto z innymi
fibrylami kolagenowymi [16]. Do kolagenéw tworzacych heksagonalne uktady
sieciowe zaliczamy typy VIII (wystepujacy w komoérkach srodblonka, skorze, mozgu,
nerkach, sercu) i X (znajdujacy si¢ przede wszystkim we chrzastkach). Typy te
posiadajg relatywnie krotkie tancuchy polipeptydowe. Kolagen typu VIII bierze udziat
w réznicowaniu si¢ komorek srodbtonka, natomiast typ X odpowiada prawdopodobnie
za zwapnienie dorostej chrzastki stawowej [10,15,16]. Do kolagenéw tworzacych
mikrowtokna zaliczamy przede wszystkim typ VI wystepujacego w kosciach,
chrzastkach, skorze 1 rogoéwce. Jego mikrowldkna odpowiadajg za utrzymanie
spdjnosci tkanek tacznych. Innymi rodzajami tworzacymi mikrowtokna sa typ XXVIII,
stanowiacy element komorek nerwowych oraz typ XXIX, wystepujacy w skorze [1].
Kolageny kotwiczace typu VII tworza glownie takie tkanki jak §luzowka, pecherz
moczowy, skore, pepowing oraz owodni¢. Jest on istotnym elementem taczacym
naskorek ze skorg wiasciwa [10,17]. Kolageny typu FACITs sa to biatka z tak zwang
przerywang strukturg superhelisy, stanowig one spora cz¢s$¢ kolagenow niefibrylarnych.
Do tej grupy zaliczamy typy: IX (chrzastki, cialo szkliste, rogowka), XII (skora,
sciegna, chrzastka), XIV (komorki nerwowe, naczynia, oko, chrzastka, $ciegna, kosci,
skora), XVI (migsénie gladkie, serce, nerki, skoéra), XIX (watroba, nerki, tozysko,
Sledziona, gruczot krokowy), XX (nabtonek rogéwkowy), XXI (zoladek, serce,
tozysko, naczynia, mig$nie szkieletowe), XXII (potaczenia tkankowe), XX VI (jajniki,
jadra). Struktura powyzszych typoéw kolagenow sktada si¢ z czesci superhelisy, ktora
jest przeplatana z fragmentami niehelikalnymi [1,15]. Kolageny MACITs sg to biatka
zawierajace domeny transblonowe. Do tej grupy zaliczamy typ: XIII (znajdujacy si¢ w
sercu, oku, mig$niach szkieletowych, skorze), XVII wystepujacego glownie w skorze,
XXIII (pojawiajacy si¢ w sercu, siatkowce oraz przerzutowych komorkach

rakotworczych), XXV (wystepujacy w sercu, oku, mozgu i jadrach) [1]. Typy te stuza



gléwnie jako receptory na powierzchni komorki [1,18]. Do multiplekséw zaliczamy
(nerki, ptuca, watroba). Kolageny te zbudowane sg z powtarzajacych si¢ potréjnych
helis 1 sekwencji wtraconych. Typ XV odgrywa wazng role w stabilizacji migéni
szkieletowych, natomiast typ XVIII odpowiada za strukturalng integralno$¢ btony
podstawnej, bierze udzial w organogenezie oraz odpowiada za rozwo6j 1 odpowiednie
funkcjonowanie oczu  [15,18,19]. Mimo tak duzej rdéznorodnosci kolagenow
niefibrylarnych stanowig one zdecydowana mniejszo$¢ jesli chodzi o procentowa
masowg zawarto$¢ w organizmie [12].

Jak wspomniano powyzej wlasciwosci kolagenu zaleza od jego budowy, jednak czes$¢
wlasciwosci jest spojna dla znacznej czesci kolagendow. Wigkszo$¢ kolagenow ze
wzgledu na swoja specyficzng budowe sa nierozpuszczalne lub stabo rozpuszczalne w
wodzie [12].

Wiasciwosci kolagenu zaleza rowniez od jego pochodzenia, czym wyzej ewolucyjnie
organizm tym z reguly bialko kolagenowe jest bardziej usieciowane, a co za tym idzie
ma wyzsza temperatur¢ denaturacji. Na przyktad kolagen ze skor bydlecych
charakteryzuje si¢ temperaturg denaturacji wynoszaca okoto 40 °C, gdzie dla
porownania kolagen pochodzacy z ryb nie przekracza zwykle 30°C, dla kety (rodzina
tososiowatych) wynosi ona okoto 19°C. Ponadto na temperature denaturacji ma wplyw
tez zawarto§¢ wody oraz hydroxyproliny w badanej postaci. Zakres temperaturowy
denaturacji tego biatka dla kregowcoéw wynosi (5 - 50) °C [20-24]. Jednym z istotnych
czynnikdOw wptywajacych na stabilno$¢ termiczng kolagenu jest zawartos$¢
iminokwaséw. Wyzsza zawarto$¢ iminokwasow jak proliny oraz hydroksyproliny
przyczynia si¢ do zwigkszenia stabilnos$ci strukturalnej kolagenu. Hydroksprolina oraz
prolina pomagaja stabilizowa¢ struktur¢ omawianego biatka poprzez tworzenie wigzan
wodorowych [25,26]. Kolagen ze wzgledu na takie wilasciwosci jak biozgodnosé,
biodegradowalno$¢, niska antygenowo$¢, hemostatycznosé, biowchtanialno$¢ oraz
mozliwo$¢ pozyskania z odpadkoéw z przemyshu spozywczego czy skorzanego znalazt

szerokie zastosowane w przeréznych dziedzinach [27-30].
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1.2. Zastosowanie kolagenu

Kolagen ze wzgledu na swoje unikalne wtasciwosci znalazt zastosowanie w przemysle
spozywczym, medycznym oraz farmaceutycznym, jednak w tym pierwszym wystepuje
glownie w zdenaturowanej formie, czyli w popularnej zelatynie [30]. Kolagen
pozyskiwany jest w przewadze ze zrddel pochodzenia zwierzecego, gtéwnie bydlecy,
wieprzowy oraz pochodzacy z ryb, natomiast rzadziej stosowany jest ten pochodzacy z
innych zwierzat morskich, $ciggna ogona szczura, konia czy z ptasich tapek.
Wykorzystuje si¢ tez kolagen ludzki. Kolagen jest uniwersalnym biomateriatem, gdyz
dzieki réznorodnosci jego wlasciwosci wynikajacych z réznic w budowie, posiada on
szerokie spektrum zastosowan [31]. Kolagen stosowany jest w postaci wielu
form:zelu, filmu, gabki, tabletki czy minipeletu do podskérnego uwalniania leku [29].
Naturalna, natywna posta¢ kolagenu to taka, w ktorej biatko to wystepuje 1 funkcjonuje
w organizmie zywym [5]. Jednak w r6znych gateziach przemyshu stosuje si¢ rowniez
forme zdegradowang kolagenu — zelatyne badz hydrolizaty [32]. Zelatyna jest
niejednorodng mieszaning tancuchdéw peptydéw pochodzacych z biatek kolagenowych,
natomiast hydrolizaty kolagenowe to produkty zwykle enzymatycznego rozpadu
zelatyny skladajacy si¢ z rozpuszczalnych peptydow [5]. Hydrolizaty kolagenowe nie
posiadajg wszystkich aminokwaséw wystepujacych w kolagenie natywnym, a co za
tym idzie posiadaja mniejszag warto$¢ biologiczng. Pomimo tego hydrolizaty
kolagenowe oraz Zelatyna z powodzeniem stosowane sa3 w przemysle kosmetycznym,
spozywczym i w farmaceutycznym jako naturalny skladnik o wlasciwosciach

antyoksydacyjnych oraz emulgujacych [32].

1.2.1. Zastosowania w medycynie

Kolagen posiada spore znaczenie w procesie leczenia ran oraz wydaje si¢ byc¢
perspektywicznym materialem stuzacym do regeneracji tkanek takich jak tkanki
kostne, chrzgstne, naczyniowe czy rogéwce. Przeszczepy kostne na bazie
biomateriatéw odgrywaja wazng role w dziedzinie inzynierii tkankowej, a niektore
rodzaje kolagenéw wykazuja ciekawe wlasciwosci osteokonduktywne oraz

mechaniczne [33]. Specyficznym wymogiem rusztowan kostnych jest zdolnos$¢ do
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zachowania bioaktywnos$ci, mozliwo$¢ stopniowego uwalniania lekow oraz to, aby
podczas swojej degradacji nie uwalniaty szkodliwych dla organizmu substancji. Biorac
pod uwage powyzsze oraz to, ze kolagen jest naturalnym sktadnikiem kosci, wydaje si¢
on by¢ odpowiednim wyborem do tego celu, a jego niewatpliwa przewaga nad
popularnym hydroksyapatytem jest jego pozytywny wptyw na regeneracj¢ tkanki oraz
brak problemu z degradacja i krucho$cia jak w przypadku wyzej wspomnianego
materialu. W przypadku uszkodzenia kosci mozna tymczasowo zastagpi¢ syntetycznymi
rusztowaniami kostnymi wykonanymi z kolagenu, aby zapewni¢ mechaniczng
integralno$¢, aktywnos$¢ komorek oraz stymulowaé osteoindukcje i osteointegracje z
tkankami  gospodarza. W podobny sposob Dbiatka kolagenowe moga byc
wykorzystywane w regeneracji innych tkanek np. chrzastek [31]. Deformacje oraz
uszkodzenia chrzestnych struktur, zwlaszcza twarzy w wyniku urazu mechanicznego,
resekcji guza badz wad wrodzonych wymagaja zazwyczaj autologicznych
przeszczepow pobranych z chrzastki zebrowej czy ucha lub zastosowania materiatu
syntetycznego. Badania dotyczace wplywu kolagenu na regeneracje chrzastek
wykazaty, iz doskonale nadaje si¢ on rowniez jako rusztowanie zastepcze dla chrzastki,
na ktorym nabudowywane sa komorki wlasne gospodarza [33]. Kolagen w formie bton
zaporowych z powodzeniem jest wykorzystywany w chirurgii stomatologicznej oraz
implantologii [1]. Biatka kolagenowe moga odgrywac istotng rolg w chorobach
rogowki, ktore to uwazane sg za druga co do wielkosci chorobg na §wiecie, ktora moze
prowadzi¢ do S$lepoty. Kolagen jako skladnik rogéwki wykazuje wysoka
biokompatybilnos¢. Obecne zastosowanie samodzielnej btony kolagenowej jako
material naprawczy rogdéwki jest jednak ograniczony przez swoje niewystarczajace
wlasciwo$ci mechaniczne. W celu poprawy tych wilasciwosci poddawano kolagen
roznym modyfikacjom. Jedna z najbardziej obiecujacych metod jest chemiczne
sieciowanie kolagenu za pomocg karboimid, ktore to nie wykazujg cytotoksycznosci, a
ponadto nie zaburzaja przejrzysto$ci materiatu kolagenowego, jak bywa w przypadku
innych substancji sieciujacych. Srodek sieciujacy moze zmniejszyé biokompatybilnosé
materiatu do regeneracji rogdwki i uniemozliwia¢ lub spowalnia¢ proces nadbudowy
rusztowania kolagenowymi komoérkami gospodarza, natomiast zwicksza jego
wytrzymalo$¢ na rozcigganie. Biorgc pod uwage powyzsze kolagen wydaje si¢ jednym

z najbardziej perspektywicznych materiatow w dziedzinie regeneracji rogéwki, jednak
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wymaga dalszych badan [34]. Biatko to znalazto réwniez zastosowanie jako system
nos$nikowy dostarczania lekow, bialek, a nawet genéw. Charakteryzuje si¢ on bowiem
biozgodnoscia, biodegradowalnos$cia, niska antygenowos$cia, wysoka hydrofilowoscia,
oraz rozmaito$cig form co predysponuje go do zastosowania jako no$nik substancji
leczniczej [27,29]. Czgsto jest on wykorzystywany jako no$nik lekéw o dziataniu
miejscowym, w hamujacych krwawienia czy w wspomagajacych gojenie ran.
Kolagenowe no$niki lekdw stosowane s3 glownie w stomatologii, chirurgii czy
okulistyce [27]. Kolagen znalazt réwniez zastosowanie we wchtanialnych niciach
chirurgicznych, ktorych niewatpliwymi zaletami sa mniejsze ryzyko odrzucenia nici
przez organizm oraz jej szybka degradacja po zagojeniu rany bez koniecznosci
usuwania szwow [35]. Kolagen jako substytut ludzkiej tkanki wykazal swoja
przydatnos¢ w inzynierii tkankowej doprowadzajac do powstania sztucznych naczyn
krwiono$nych, zastawek serca czy wiezadet. Oczekuje si¢, ze biomaterialy na bazie
kolagenu mogg sta¢ si¢ uzytecznym materiatem dla roéznych zastosowan
biomedycznych. Gabka czy zel kolagenowy inicjuja adhezje 1 agregacje ptytek krwi.
Dzigki temu, ze kolagen wyrdznia si¢ wlasciwosciami hemostatycznymi sprzyjajac
krzepnigciu krwi, wykazuje istotng role w procesie regeneracji tkanek oraz leczenia ran
[29]. Standardowy proces leczenia rany obejmuje nastepujace fazy: hemostaze, faze
zapalna, proliferacyjng oraz remodelingu w odpowiedzi na uszkodzone tkanki. Jak juz
wczesniej wspomniano w reakcji na uraz kolagen indukuje aktywacj¢ 1 agregacje
ptytek krwi powodujac powstawanie skrzepu w miejscu urazu. Podczas fazy zapalnej
rany rozpuszczalne produkty degradacji kolagenu pobudzaja komorki odporno$ciowe
takie jak makrofagi, ktére usuwaja drobnoustroje i rewitalizujg tkanke. W fazie
proliferacyjnej natomiast pomagaja w rozwoju nowych naczyn krwiono$nych. Kolagen
stosowany w leczeniu ran jest zazwyczaj pochodzenia wolowego, wieprzowego,
konskiego lub ptasiego. Istnieja znaczace wady stosowania tych produktow, w tym
rozwo6j reakcji alergicznych, przenoszenie prionéw chorobotwoérczych czy skazenia
mikrobiologiczne. Ponadto w niektorych spolecznos$ciach istniejg ograniczenia
wynikajace z aspektow religijnych zwigzane z uzywaniem produktéw pochodzenia
bydlecego lub wieprzowego. Z tego powodu nalezy wzia¢ pod uwage inne zrddia

kolagenu np. pochodzenia morskiego lub syntetycznego [36,37].
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1.2.2. Zastosowania w kosmetologii

Formy kolagendéw stosowanych w kosmetologii mozemy podzieli¢ na trzy gléwne
grupy:

1. wypehiacze tkankowe przeznaczone do iniekcji;

2. preparaty do aplikowania na powierzchni¢ skory;

3. suplementy diety zawierajace kolagen lub hydrolizaty kolagenu stosowane doustnie.
Wypetniacze kolagenowe stosowane s3 przede wszystkim w celu wypekienia
zmarszczek, modelowanie ust czy owalu twarzy. Preparaty te wstrzykiwane sg
srédskornie. Biorac pod uwage wielkos¢ czastek kolagenu (wysoka mase czasteczkowa
kolagenu) zazwyczaj nie ma on mozliwosci penetracji naskorka [10]. Produkty
kolagenowe stosowane na skore dziataja glownie jako btony hydrofilowe na zasadzie
ograniczania transepidermalnej utraty wody. Maja rowniez dzialanie nawilZajace oraz
regenerujace. Okluzja peptydowa zapobiega mechanicznym uszkodzeniom skory i
wlosow, takze moze by¢ on stosowany zarowno na skore jak 1 na wilosy [38].
Suplementy diety zawierajace kolagen badZz jego hydrolizaty stosuje si¢ w celu
profilaktyki schorzen zwigzanych ze chrzastkami stawowymi oraz opdznienia efektow
starzenia skory [10]. Warto wspomnie¢, ze chociaz kolagen jest powszechnie
stosowany w kosmetologii, wyniki nie zawsze sg publikowane, poniewaz spora czgs$¢
badan prowadzona jest przez firmy kosmetyczne, ktore zazwyczaj nie publikuja swoich
osiggnig¢ w pracach naukowych. Bez watpienia kolagen pochodzenia rybiego jest
szeroko uzywany w zastosowaniach kosmetycznych, a jego wlasciwosci réznig si¢ w
zaleznosci od gatunku ryby oraz metody pozyskiwania z niej kolagenu, nie mniej
kolagen pochodzacy od ssakow rowniez jest stosowany do powyzszych celow. Pomimo
iz kolagen rybi jest mniej stabilny termicznie niz ssaczy, jego powszechnos$¢ i brak
ryzyka przenoszenia chordb odzwierzecych determinuje powszechne stosowanie

wlasnie tego kolagenu [38].

1.3. Cechy kolagenu pochodzenia rybiego

Coraz wiegcej osrodkow badawczych jest zainteresowanych kolagenem pochodzenia

rybiego czy innych zwierzat morskich, gltéwnie ze wzgledu na ryzyko chordb
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odzwierzecych produktéw pochodzenia ssaczego oraz z aspektow ekonomicznych [2].
Produkty pochodzenia wolowego badz wieprzowego niosg ze soba ryzyko transmisji
gabczastej] encefalopatii bydta, pasazowalnej encefalopatii gagbczastej oraz pryszczycy.
Transmisja ptasiej grypy ograniczyla rowniez wykorzystanie kolagenu pochodzenia
drobiowego. Kilka zrodet morskich tego biatka jak gabki morskie, kalmary, meduzy
oraz oczywiscie ryby zostaly uznane za tatwo dostepne zrodta kolagenu morskiego [3].
Szacuje sig, ze ponad 50% do 75% tkanek ryb w tym wngtrznosci, ptetwy, tuski oraz
glowy stanowig odpady, uwazane za zréwnowazone i oplacalne Zrodto kolagenu
[2,3,30]. Produkty te =zawieraja cenne bialka, witaminy, mineraly oraz
wielonienasycone kwasy ttuszczowe [3,4]. W zwiazku z powyzszym wykorzystanie
tych produktoéw ubocznych jest coraz powszechniejsze rowniez ze wzgledu na jego
stosunkowo tatwa ekstrakcje, wysoka zawarto$¢ kolagenu, niska mas¢ czasteczkowa w
poréwnaniu do kolagendw innych zwierzat, ktora moze sprzyja¢ wchianianiu przez
organizm, biokompatybilno$¢, brak ryzyka przeniesienia chorob odzwierzgcych oraz
patogenOwW oraz mniej znaczgce ograniczenia religijne czy tez etyczne [4].
Rozpuszczalno$¢ kolagenu zalezna jest od wieku zwierzecia, czym starszy osobnik,
tym wigcej wigzan sieciujacych wystepuje w organizmie, a co za tym idzie kolagen jest
trudniej rozpuszczalny w poréwnaniu do tkanek mtodych zwierzat [30]. Kolagen ze
skor ryb, ptetw czy oSci ma niskg temperatur¢ denaturacji, dla wigkszosci ryb
mieszczacy si¢ w przedziale (25-30)°C oraz posiada zwykle zmienny sktad co stanowi
pewne wyzwanie w zastosowaniach biomedycznych. Niska temperatura denaturacji
niektorych gatunkéw uniemozliwia ich praktyczne zastosowanie medyczne, gdyz
powoduje to brak stabilnosci struktury podczas aplikacji na cialo. W celu zwigkszenia
stabilnosci kolagenu stosuje si¢ czasem chemiczne sieciowanie, co wplywa na
temperature¢ denaturacji. Najbardziej popularnymi metodami ekstrakcji kolagenu jest
metoda kwasowej oraz enzymatycznej ekstrakcji [3]. Wstgpna obrobka materiatu
polega na oddzieleniu danej tkanki od reszty zmniejszenie rozmiaru fragmentow tkanki
poprzez cigcie lub mielenie oraz wstgpng obrobke chemiczng polegajaca na usunigciu
substancji innych niz kolagen (biatek niekolagenowych, pigmentow oraz ttuszczow). W
przypadku ryb przed ekstrakcja kolagenu sa one dzielone na poszczegdlne tkanki:
skory, tuski, pletwy, osci, gdyz ich sklad jest inny, co wymaga nieco innego

postepowania podczas ekstrakcji. Popularng metodg usuwania biatek niekolagenowych
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jest zastosowanie wodorotlenku sodu. Skutecznos$¢ tej metody zalezy od czasu, st¢zenia
oraz temperatury. Pigmenty oraz thuszcze usuwane sg czesto za pomocg odpowiednich
alkoholi: etanolu badz butanolu lub za pomocg nadtlenku wodoru [30]. Metody
ekstrakcji opieraja si¢ na jego rozpuszczalnosci w obojetnych roztworach soli lub
roztworach kwasnych z lub bez odpowiednich enzyméw. Kolagen rybi typu I jest
znacznie lepiej rozpuszczalny w rozcienczonych kwasach niz na przyktad kolagen
pochodzacy od ssakow lub ptakéw [3]. Kwasami stosowanymi w czasie ekstrakcji sg
zazwycza] kwas octowy oraz mlekowy. Proces niestety nie jest zbyt wydajny, czesto
aby wspomoc ten proces stosuje si¢ enzymy proteolityczne, ktére wspomagaja
hydrolize wigzan peptydowych. W tym celu mozna wykorzysta¢ m.in. trypsyn¢ oraz
pepsyne. Nastepnie w celu wytrgcenia kolagenu do roztworu dodaje si¢ odpowiednie
stezenie NaCl. Powstaly osad poddaje si¢ odwirowaniu, koncowemu oczyszczaniu oraz
czesto liofilizowaniu [30]. Kolagen wykazuje doskonalg biokompatybilnos¢, wysoki
poziom adhezji komoérek, niskg antygenowos$¢ w poréwnaniu z innymi biopolimerami
typu chitosan. Kolagen rybi jest szeroko stosowanym biomateriatem. Wspomaga on
gojenie ran, rozwoj komorek, aktywacje ptytek krwi czy angiogeneze. Stosowany jest
jako system dostarczania lekéw (zwlaszcza antybiotykéw i antyseptykdéw), w postaci
gabek w celu przyspieszenia leczenia ran i oparzen, w formie blony ostonowej w
okulistyce, w potaczeniu z liposomami jako zel o stopniowym uwalnianiu leku czy jako
suplement diety [3]. Jest rowniez stosowany w inzynierii tkankowej jako substytut
skory, ko$ci, zastawki czy naczyn krwionosnych. Ponadto stosowany jest jako
wypelniacz zmarszczek oraz w celach prewencyjnych [39]. Kolagen pochodzenia
rybiego znalazt rowniez zastosowanie w stomatologii. Zazwyczaj stuzy jako nosnik do
miejscowego podawania leku, srodek hemostatyczny, czy jako btona otulajgca miejsce
mocowania implantu czy ekstrakcji w celu regeneracji oraz szybszej odbudowy
komoérek w miejscu zabiegu [3]. Istnienie tak wiele zrodet oraz typow kolagenu,
wydaje si¢ by¢ niezwykle istotnym zbadanie kazdego rodzaju ze szczegdlng
starannos$cig 1 doktadnoscia. Jest wiele technik pozwalajacych scharakteryzowac probki
kolagenu czy to w roztworze czy w stanie stalym. Charakterystyka ta jest niezwykle
istotna, aby dobrze pozna¢ cechy strukturalne i wiasciwosci fizyczne badanego
materiatu, co ulatwi otrzymanie oczekiwanych parametrow lub pomoze zbadaé

zwiazek migdzy osiggnigtymi wynikami, a badang cecha. Jedna z powszechnych metod
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do oceny czystosci oraz rozktadu wielkosci czastek jest elektroforeza. Czesto oznacza
si¢ rowniez zawarto$¢ hydroksyproliny, na podstawie ktorej okresla si¢ wydajnosé
procesu porownujac zawarto$¢ hydroksyproliny sprzed 1 po procesie ekstrakcji.
Hydroksyprolina ma tez istotne znaczenie na stabilno$¢ termiczng otrzymanego
kolagenu, a wigc w celu oszacowani jej wielkoSci mozna zastosowaé skaningowag
kalorymetri¢ roznicowa. Temperatura denaturacji jest niezwykle istotnym parametrem,
gdyz bedzie miata ona wptyw na temperaturg, w ktorej kolagen bedzie mogl by¢
przetwarzany oraz oraz bedzie decydowata o mozliwosci zastosowania go jako
biomateriat. Kolagen znajduje tak szerokie zastosowanie m.in. dlatego, ze w zaleznosci
od konkretnego zastosowania mozna wykorzystaé rézne procedury przetwarzania
biatka kolagenowego pochodzenia morskiego. Zasadniczo metody te nie rdéznig si¢
zbytnio od metod stosowanych na kolagenach ssaczych [30]. Biorac pod uwage
powyzsze, kolagen rybi jest perspektywicznym biomaterialem o wszechstronnym

zastosowaniu.
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2. Tlenek grafenu

Jednowarstwowy arkusz tlenku grafitu, czyli tlenek grafenu (GO), jest nie tylko
waznym surowcem do wytwarzania grafenu, ale rowniez dzigki swoim doskonatym
wlasciwo$cig fizycznym 1 chemicznym moze mie¢ istotne znaczenie w wielu
dziedzinach migedzy innymi w optyce i elektronice [40]. Wlasciwosci te silnie zalezg od
grup chemicznych znajdujacych si¢ na powierzchni GO oraz warunkow syntezy, gdyz
stosujgc rozne odczynniki badZz manipulacje czasem utleniania, mozna uzyskac
niewielka zmienno$¢ skladu, a co za tym idzie istnieje wiele rdéznych wariantow
powierzchni GO. Zazwyczaj proporcja tlenu do wegla w tych materiatach waha si¢ w
granicach od 28% do 36%. Sposrod wielu modeli przedstawiajacych strukture GO
najpopularniejszym jest model Lerfa - Klinowskiego przedstawiony na ryc. 1 [41].
Model ten odrdznia si¢ na tle innych odrzuceniem uporzadkowanej struktury na rzecz
niestechiometrycznej, amorficznej [42]. Model ten zaktada, ze GO sklada si¢ z warstwy
zawierajace] przypadkowo roztozone domeny aromatyczne z nieutlenionymi
pierScieniami benzenowymi oraz obszary zawierajace grupy karboksylowe,

hydroksylowe i epoksydowe [41,43].

Ryc. 1: Model Lerfa- Klinowskiego [43]

Nieco inng strukture przedstawia model Szabo-Dékéany (ryc.2), ktory wskazuje na
falisty charakter struktury weglowej i jest nastgpnym rozwazanym modelem po

propozycji Lerfa i Klinowskiego [42,44].
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Ryc. 2: Model Szabo-Dékany [44]

Niestety do tej pory dokladna struktura GO nie zostata jeszcze w peini poznana,
zwlaszcza struktura krawedzi GO, gldwnie ze wzgledu na rdéznice migdzy probkami
wynikajgce z roznych metod syntezy 1 rdéznego stopnia utlenienia oraz
niestechiometrycznego charakteru GO [42]. GO jest wigc bertolidem [45]. Ogoélnie
przyjmuje si¢, ze GO w swojej plaszczyznie zawiera przede wszystkim grupy
hydroksylowe 1 epoksydowe, a inne grupy funkcyjne zawierajace tlen gromadza si¢
przy krawedziach arkuszy oraz defektach. Do defektow struktury mozemy zaliczy¢
dziury, obszary silnie utlenione, faldy czy nieszeSciokatne odstgpstwa topologiczne
[46]. W zwiazku z powyzszym termin tlenek grafenu moze odnosi¢ si¢ do rodziny
roznych zwigzkow z pewnymi odstgpstwami w rozmieszczeniu 1 zawartosci grup

funkcyjnych [42]

2.1. Wiasciwosci tlenku grafenu

GO nie jest naturalnie wystepujacym zwigzkiem, ale badania nad nim trwajg juz ponad
150 lat. [42] Ze wzgledu na réznice w budowie GO, moze mie¢ on rézne wlasciwosci
mechaniczne, ktére mozna dostosowac do danych potrzeb [40]. Zaleza one gléwnie od
stopnia utlenienia materialu oraz jego grubosci. Innymi czynnikami wplywajacymi na

wlasciwosci mechaniczne s3 wystepujace defekty oraz stopien uporzadkowania
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struktury. Wraz ze wzrostem pokrycia GO grupami funkcyjnymi oraz defektami
pogarszaja si¢ wilasciwosci mechaniczne tego materiatu, natomiast wzrost
uporzadkowania struktury czy wzrost iloSci warstw arkuszy powoduje zwigkszenie
wytrzymato$ci mechanicznej materialu. Z powyzszych wiasciwosci GO posiada
szeroki przedziat wartosci modutu  Younga dla monowarstwy wynoszacy
(250£150) GPa. GO charakteryzuje si¢ rowniez porownywalnie wicksza elastycznos$cia
podczas zginania w porownaniu do grafenu. GO wykazuje zatem wysoka
wytrzymato$¢ na zerwanie oraz spora sztywnos¢ [46]. Od rodzaju grup funkcyjnych 1
stopnia utleniania zaleza réwniez wlasciwosci elektryczne GO, ktéry mocno utleniony
jest izolatorem ze wzglgdu na duza zawarto$¢ grup funkcyjnych zawierajacych
tlen [46,47]. Ze wzgledu na swoj niejednorodny charakter GO dobrze przepuszcza
promieniowanie $wietlne, a jego wartos$¢ zalezy szczeg6lnie od grubo$ci arkusza tego
zwigzku [46]. GO nie jest zbyt stabilny termicznie, gdyz juz w temperaturze ponizej
100°C zaczyna si¢ proces powolnego rozkladu, wynikajacy prawdopodobnie
z uwalniania wchionigtej] wody [40].

Grupy funkcyjnie w strukturze sprawiaja, ze GO ma wlasciwosci hydrofilowe oraz
zwigkszaja odleglosci miedzy warstwami w poroéwnaniu do grafenu. GO to przewaznie
jedno lub kilkuwarstwowe arkusze, latwo dyspergujace w wodzie, tworzac stabilng
koloidalng zawiesing. Grubo$¢ pojedynczego arkusza waha si¢ w granicach
(1- 1,4) nm [45].

Niekiedy w celu uzyskania taniego materiatu grafenopodobnego. GO poddaje si¢
procesowi redukcji. Redukcja ta polega¢ moze na chemicznym, termicznym lub
fototermicznym usuwaniu cz¢sci grup tlenowych z powierzchni GO, jednocze$nie
przeksztalcajac cze$¢ atoméw wegla z hybrydyzacji sp® do sp’, zwiekszajac
aromatyczno$§¢  zwiazku. Nowo  powstala  substancja  nazywana  jest
zredukowanym GO [42].

Z punktu medycznych zastosowan istotne s3 wilasciwosci toksyczne GO [48].
Wykazano szkodliwy wplyw GO na bakterie Staphylococcus i E. coli z powodu
uszkodzenia bton komorkowych przez krawedzie arkuszy GO [45]. Stwierdzono, ze do
efektow toksycznych przyczyniaja si¢ grupy funkcyjne. Prowadzono roéwniez badania
toksycznosci GO na zwierzetach m.in. myszach, szczurach czy rybach. Wigcej

informacji na temat wptywu GO na organizmy zywe przedstawiono w podrozdziale
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2.4. Oddziatywanie tlenku grafenu z tkankami. Okreslenie toksyczno$ci jest
niezbednym krokiem do okreslenia predyspozycji danego materialu do zastosowan
biomedycznych [48]. Ponadto istotnymi wlasciwosciami GO do zastosowan
biomedycznych s3: doskonate wtasciwosci fizykochemiczne, duza powierzchnia
wlasciwa, wysoka biokompatybilno§¢ oraz wlasciwosci antybakteryjne [49,50]. W
dodatku GO oraz zredukowany GO majg silny wplyw na réznicowanie komorek
macierzystych. Charakterystyczna powierzchnia GO ma silny wplyw na adhezje
komorek macierzystych i proliferacje komorek [51].

Manipulujac strukturg chemiczng GO mozna osiggac rézne wtasciwosci, dzieki ktérym

GO moze znalez¢ wszechstronne zastosowanie w roznorodnych dziedzinach [46]

2.2. Metody otrzymywania tlenku grafenu

Jak wcze$niej wspomniano GO jest niestechiometrycznym zwigzkiem chemicznym
zawierajacym jony wegla, tlenu 1 wodoru w zmiennych proporcjach, ktére w znacznym
stopniu zaleza od metodologii jego wytwarzania. Istnieje co najmniej kilkanascie
sposobdw produkceji GO, jednak do najistotniejszych naleza:

- metoda Brodie’go

- metoda Straudenmaier’a

-metoda Hummers’a wraz z jej modyfikacjami [52].

Metoda Brodie’go zastuguje na uwage, gdyz jest pierwszym udokumentowanym
sposobem otrzymywania GO. W 1859 roku podczas badan nad grafitem Brodie
otrzymal nowy, inny zwiazek, GO. Dodat chloran potasu do zawiesiny grafitu w
dymigcym kwasie azotowym (V). Po czym umyl otrzymany produkt wyptukujac sole
wytworzone podczas procesu utleniania, wysuszyl w 100°C i ponownie poddat go
opisanemu wczesniej procesowi. Proces powtarzat kilkukrotnie az do momentu kiedy
produkt koncowy przestal zmienia¢ si¢ wizualnie (przestal si¢ bardziej utlenia¢ w
sposob widoczny gotym okiem). Jedno z najwczes$niej wprowadzonych ulepszen do tej
metody powstato w 1898 roku dzigki Straudenmaier’owi. Wprowadzit on dwie bardzo
istotne zmiany: dodal stezony kwas siarkowy w celu poprawy kwasowosci srodowiska
utleniania oraz zastosowal dodawanie wielu porcji chloranu potasu do mieszanin

reakcyjnej podczas trwania catego procesu. Zmiany te skutkowat otrzymaniem wysoce
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utlenionego GO w jednym naczyniu reakcyjnym co znacznie uproscito caly proces
produkcji. Pomimo tego, metoda ta nadal byla czasochtonna (zwykle trwata ponad
tydzien), a takze niebezpieczna — istnialo zagrozenie eksplozji gazoéw, a wydzielany
dwutlenek chloru musiat by¢ systematycznie usuwany. Niecate 60 lat p6zniej Hummers
1 Offeman przedstawili nowa metode otrzymywania GO. Bezwodng mieszaning
stezonego kwasu siarkowego, azotanu sodu oraz nadmanganianu potasu utrzymywano
w temperaturze ponize] 45°C do momentu utlenienia grafitu. Trwalo to okoto 2
godziny. Otrzymano produkt o jeszcze wyzszym stopniu utlenienia niz Straudenmaier
[42]. Metode Hummers’a w stosunku do poprzednich wyrdznia: krotki czas reakcji
(czas skrocony do kilku godzin), chloran potasu zostat zastapiony nadmanganianem
potasu co znacznie zwigkszyto bezpieczenstwo catej procedury, gdyz nie wydziela si¢
juz grozny dwutlenek chloru. Ponadto zastosowanie azotanu sodu zamiast kwasu
azotowego eliminuje problem z tworzeniem si¢ kwasnych oparow [53]. Obecnie do
grona najpowszechniej stosowanych procedur mozna zaliczy¢ jedna ze

zmodyfikowanych metod Hummers’a przedstawiona na ryc. 3. [42].
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proszek grafitowy

stezony kwas siarkowy,
nadsiarczan potasu, tlenek
fosforu(V) (dyspersja)

wstepnie ekspandowany

grafit )
nadmanganian potasu/

kwas siarkowy
(utlenianie
przez ok. 2 godziny)

dyspersja tlenku grafitu

30% nadtlenek wodoru,
dejonizowana woda, 10%
chlorowodor (oczyszczanie)

oczyszczony tlenek grafitu

(dyspersja)

tlenek grafenu

Ryc. 3: Metoda Hummers'a przedstawiona w schematyczny sposob [42]

W metodzie tej do tazni lodowej, w ktorej znajduje si¢ stezony kwas siarkowy dodaje
si¢ grafit w postaci proszku. Uklad zaopatrzony jest w mieszadlo, aby podczas calego
procesu substancja reakcyjna byla mieszana. Nastepnie podczas energicznego
mieszania do tazni powoli dodaje si¢ nadmanganian potasu, tak aby utrzymacé
temperature¢ zawiesiny ponize] 20°C. W dalszym kroku mieszaning reakcyjng
utrzymuje si¢ w 40°C przez okoto pot godziny. W kolejnym etapie dodaje si¢ wodg i
miesza w 95°C przez 15 minut. W dalszym ciggu reakcji znéw dodaje si¢ wodg oraz
nadtlenek wodoru. Mieszaning przesacza si¢, a nastgpnie przeplukuje roztworem
chlorowodoru w celu usuni¢cia jonéw metali. Otrzymang substancj¢ osusza si¢ na
powietrzu, nastgpnie zndw dysperguje si¢ ja w wodzie 1 poddaje dializie w celu

usunigcia pozostalych jonéw metali. W koncowym etapie wodng dyspersje powstatego
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tlenku grafitu miesza si¢ oraz poddaje 30 minutowej sonifikacji (zastosowanie
ultradzwigkdéw) w celu zdyspergowania go do GO [53]. Typowy produkt otrzymany tg
metoda sklada si¢ z arkuszy o grubosci okoto Inm (pojedyncza warstwa) oraz o
wymiarach bocznych okoto 1 pm. Stosunek zawartosci wegla:tlenu:wodoru powinien
wynosi¢ 4:2,95:2,5. W 2010 roku Tour 1 wspottworcy przedstawili nowa, ciekawa
modyfikacje znanej wczes$niej metody Hummers’a. Grafit dodaje si¢ do mieszaniny
kwasow siarkowego 1 fosforowego, ktory to jest nowoscia w mieszaninie reakcyjnej,
oraz zwigkszono w tej procedurze ilo§¢ nadmanganianu potasu. Pomimo iz same
wytworzenie GO nie stanowi juz problemu jednak nadal brakuje pewnej wiedzy na
temat proceséw utleniania i1 szczegdtowych mechanizméw tego procesu, aby

swobodnie kontrolowaé wielko$¢ arkuszy, strukture krawedzi itp. [42].

2.3. Zastosowania tlenku grafenu

Jak wspomniano powyze] GO oferuje rézne unikalne wihasciwosci, ktorymi
stosunkowo tatwo mozna manipulowaé¢ [48]. Dzigki temu GO moze znalezé
zastosowanie w elektronice, optyce, biotechnologii, w konwersji 1 magazynowaniu
energii oraz w ochronie $rodowiska. Mocno zredukowany GO , dzigki zblizonym
wlasciwoscia do grafenu, z powodzeniem moze znalezé zastosowanie Ww
przezroczystych przewodnikach w urzadzeniach takich jak ogniwa fotowoltaiczne 1
wyswietlacze. GO moze znalez¢ réwniez zastosowanie w tranzystorach polowych,
dzieki swoim wilasciwosciom emisji polowej. Zmieniajac stopien utlenienia GO, mozna
wptywac na jego przewodnos¢ elektryczng co sprawia, ze materiat ten jest odpowiedni
do produkcji sensorow elektrycznych. Folie zredukowanego GO s3a niezwykle
elastyczne co pozwala na zastosowanie ich rowniez w elastycznych materiatach
elektronicznych wykorzystywanych w urzadzeniach mobilnych [40]. Z potencjalnych
zastosowan w optyce mozemy wyrdzni¢: zastosowanie w ultracienkich soczewkach w
miniaturowych urzadzeniach analitycznych (w tzw. laboratoriach chipowych), w
produkcji fotodetektorow czy przy wykrywaniu znakowanych barwnikiem bioczastek i
DNA [54]. GO o odpowiednim poziomie redukcji okazat si¢ by¢ roéwniez pomocny
jako fotokatalizator przy produkcji wodoru z wody lub wodnego roztworu metanolu

czy w bateriach litowo-jonowych wydluzajac zywotno$¢ baterii (utrzymuja stalg
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pojemnos$¢ baterii). Wykazano, ze wysoce utleniony GO moze znalez¢ zastosowanie
jako separator w superkondensatorach. GO moze réwniez shuzy¢é usuwaniu
zanieczyszczen z powietrza czy wody. GO funkcjonalizowany metalami moze
wspomoc wychwytanie 1 przetwarzanie szkodliwych gazéw takich jak tlenek wegla,
dwutlenek azotu oraz amoniak. Stosowany moze by¢ rowniez do oczyszczania wody z
jonow metali cigzkich, a kompozyty na bazie GO moga by¢ przydatne w fotodegradacji
zanieczyszczeh organicznych w §ciekach [40].

Niezwykle istotne wydaja si¢ tez potencjalne zastosowania biomedyczne w
szczegdlnosci: w systemach dostarczania lekow 1 genoméw, w szczegolnosci terapii
antynowotworowej, bioobrazowaniu, inzynierii tkankowej, leczeniu ran oraz srodkach
antybakteryjnych [48,55]. Materialy na bazie GO s3 szeroko stosowane do
projektowania ukierunkowanych i reagujacych na dane bodzce systemow dostarczania
lekéw. Substancje takie charakteryzuja si¢ ogromnym potencjalem zmiany pod
wplywem ekspozycji na konkretny czynnik. Ten sposéb dostarczania lekéw jest nie
tylko skuteczny, ale znaczaco zmniejsza wystgpowanie skutkow ubocznych, gdyz
ogranicza wptyw dziatania leku na zdrowe tkanki. Do bodzcow zewngtrznych naleza
m.in. temperatura, $wiatlo, pola magnetyczne 1 elektryczne, natomiast do
wewnetrznych pH, enzymy [50,56]. Struktury grafenowe maja wysoka zdolnos¢
absorpcji promieniowania podczerwonego, co daje mozliwos¢ wykorzystania ich w
terapii fototermicznej [57]. W zwigzku z powyzszym materialy grafenowe
z powodzeniem mozna by zastosowaé jako reagujace na dany czynnik (np. ciepto)
no$niki substancji leczniczych gléwnie w terapiach antynowotworowych [56].
Przyktadem takiego potencjalnego zastosowania jest praca zespotu Zhang’a, ktérzy
wykorzystali kompozyt zawierajacy histydyne, tlenek cynku, ztoto, glikol
polietylenowy oraz GO. Material ten wykazal wysoka nosno$¢ doksorubicyny oraz
charakteryzowat si¢ uwalnianiem leku zaleznym od pH, dzigki czemu kompleks mogt
zdysocjowa¢ w celu uwolnienia antyrakowych jonéw cynku w srodowisku o niskim pH
(takim jak w lizosomie komorki nowotworowej). Autorzy tej pracy wykazali znaczace
ukierunkowanie dziatania leku oraz jego wysoka skuteczno$¢ w terapii
antynowotworowej pluc in vivo [58]. Zestawienie wybranych ciekawych i
obiecujacych badan dotyczacych ukierunkowanych systemow dostarczania lekow wraz

z ich zaletami i ograniczeniami przedstawiono w tabeli 1. [56].
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Tabela 1: Zalety i ograniczenia niektorych wybitnych opublikowanych badan

dotyczacych funkcjonalizowanych nanoczastek tlenku grafenu [56]

Rodzaj
Z,J , Zalety Ograniczenia Lek/Geny
nanomateriatow
in vivo
cytokompatybilnos¢
GO-kwas foliowy- y paty ) potrzeba badan )
, zZahamowanie ) doksorubicyna
Beyklodekstryna : immunogennych
wzrostu guza in
Vivo
wysoka zdolno$¢ | potrzeba badan in
) fadowania leku, vivo, potencjalna )
adriamycyna/ ) o, ; adriamycyna/
} biokompatybilnos¢, kumulacja )
doksorubicyna -GO . doksorubicyna
uwalnianie leku nanoczastek w
reagujace na pH $ledzionie
biokompatybilno$¢, | ztozona metoda
polietylenoimina - sekwencyjne syntezy, niska siRNA,
GO dostarczanie gené6w | rozpuszczalno$¢ w doksorubicyna
1 lekow wodzie,
potrzeby badan in
dostarczanie wielu vivo, doksorubicyna,
GO-kwas sulfonowy . o
lekow, mozliwos¢ kamptotecyna
immunogeniczno$ci
wydajny no$nik )
rozktad biatka
tytan-GO-biatko biatka Zxiad Dlatkd w biatko
fogenetyczne terapeutycznego obecnosci tytanu, morfogenetyczne
mor , ,
g’ ) Y peuly & potrzeba badan g, ) y
kosci-2 wysoka ) kosci-2
., immunogennych
specyficznos¢

Obecnie prowadzonych jest wiele badan nad zastosowaniem GO w terapiach
antynowotworowych jako nosnik lub wspotnosnik leku [56]. Przykltadem moze by¢
zastosowanie kamptotecyny oraz 3,3’-diindolilometanu jako wspoinosnika w terapii
raka piersi lub jako wrazliwy na pH wspdtnosnik dostarczania doksorubicyny w
leczeniu raka szyjki macicy [6,59]. GO moze by¢ tez w przysziosci uzyty jako
wspotnosnik w leczeniu raka watroby czy guza sutka [50].

Ze wzgledu na wszechstronng mozliwo$¢ funkcjonalizacji powierzchni pochodnych

grafenu, w tym GO moga by¢ one stosunkowo tatwo funkcjonalizowane za pomoca
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barwnikoéw, polimerow, lekow w celu otrzymania nanomaterialu do roéznych
zastosowan bioobrazowania m.in. w obrazowaniu fluorescencyjnym, pozytonowe;j
tomografii emisyjnej oraz tomografii emisyjnej pojedynczych fotondw gidwnie w celu
wykrywania guzéw nowotworowych [60].

W inzynierii tkankowej GO znajduje potencjalne zastosowanie m.in. w regeneracji
kosci. Wcigz poszukiwany jest idealny material jako rusztowania ko$ci. Pochodne
grafenu jak GO dzigki swoim interesujacym wlasciwoscia mechanicznym,
chemicznym, antybakteryjnym, ktorych brakuje bardziej konwencjonalnym materiatom
stosowanym w inzynierii tkankowej jak tytan lub poli(metakrylan metylu) moga
stanowi¢ unikalny materiat do zastosowan w regeneracji kosci. W zwiazku z tym, ze
GO mozna modyfikowa¢, materialy na bazie GO moga spetniaé okreslone cechy
biochemiczne oraz taczy¢ w sobie wtasciwosci mechaniczne materialdéw grafenowych
z czasteczkami bioaktywnymi np. bialkami odpowiadajagcymi za stymulujacymi
regeneracje tkanek. Przyktadem takiego potaczenia jest materiat sktadajac sie¢ z GO i
chitosanu. Jako, ze kosci wykazujg rozne wlasciwosci mechaniczne w zaleznosci od ich
funkcji 1 lokalizacji w ciele, tak wigc optymalny material przeznaczony na implanty
kosci powinien charakteryzowaé¢ si¢ tatwym dopasowywaniem wlasciwosci
mechanicznych do konkretnych potrzeb, a modyfikowanie materialdéw grafenowych
pozwala na ich regulacj¢. Przyktadem porowatego, elastycznego i cytokompatybilnego
materialu o regulowanych wtasciwo$ciach mechanicznych jest kompozyt sktadajacy sie
z poliuretanu, poli (kwasu mlekowego) oraz GO. Dodatkowg zaleta materialéw na
bazie GO sa jego wlasciwosci antybakteryjne, ktére moga ograniczy¢ ryzyko
wystapienia infekcji w miejscu ubytku kosci [7].

Niezwykle interesujagcym i stosunkowo nowym pomystem sg badania nad GO w
kierunku leczenia ran [50]. Hussein i wsp. przedstawili obiecujace badania na temat
GO poddanego ultradzwigkom (ma mniejszg ilos¢ grup funkcyjnych zawierajacych
tlen) w celu regeneracji zaréwno skory jak i kosci. GO poddawany byt ultradzwigkom
przez 2 dni w temperaturze 60°C. Wykazano, ze taki GO moze wspiera¢ przyczepianie
si¢ 1 proliferacj¢ komorek, a wigc sprzyja tworzeniu nowych kosci. Wspomagat on tez
zamykanie ran w modelu szczurzym. Powyzsze badania sugeruja, ze GO poddany
ultradzwigkom moze znalez¢ potencjalne zastosowanie w regeneracji tkanek [61].

Nowroozi 1 wsp. przedstawili ciekawa koncepcje kompozytu zawierajacego GO,
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chitosan oraz kurkuming, ktory moglby wspomoéce leczenie ran 1 owrzodzen.
Bezsprzecznymi zaletami chitosanu jako $rodka wspomagajacego proces gojenia sa
m.in. pobudzanie krzepni¢cia krwi, przyspieszanie regeneracji tkanek oraz dziatanie
antybakteryjne. Wada tego polisacharydu sa natomiast stabe wlasciwosci mechaniczne.
Dodatek GO moglby poprawi¢ wlasciwosci mechaniczne chitosanu oraz wspomoc
dziatanie antybakteryjne. Jednak z uwagi na to, ze zbyt duze stezenie GO moze
wplywac cytotoksycznie na organizm, jego bezpieczna ilos¢ moze nie wystarczy¢ do
znacznej poprawy wiasciwosci antybakteryjnych chitosanu. W takiej sytuacji warto
zastosowa¢ dodatkowy $§rodek wspomagajacy walke z drobnoustrojami. Kurkumina
charakteryzuje si¢ dzialaniem nie tylko przeciwbakteryjnym, ale rowniez
przeciwzapalnym, regenerujagcym, a takze jest antyoksydantem. GO, kurkumina oraz
chitosan stanowig kompozyt majacy potencjalne zastosowanie w leczeniu ran, gdyz
dzigki swoim doskonatym wtasciwo$cia material ten predysponuje do zastosowan
klinicznych [55]. Natomiast Soliman i wsp. przedstawili inny obiecujacy kompozyt w
dziedzinie leczenia ran sktadajacy si¢ z GO oraz celulozy. Przeprowadzone badania na
szczurach wykazaly przyspieszong regeneracj¢ skory w poréwnaniu z grupg kontrolng
oraz tworzenie si¢ grubej tkanki ziarninowej 1 intensywna budowe struktur
kolagenowych. Biorac pod uwage powyzsze badania, kompozytu celuloza-GO wykazat
pozytywny wpltyw na proces gojenia si¢ ran, co sugeruje jego obiecujace i potencjalne
zastosowanie w regeneracji tkanek skory [62]. Zespot Rehman’a przedstawit rownie
interesujgce badania dotyczace hydrozelu zawierajacego metakryloil zelatyny ze
zredukowanym GO w celu wspomagania leczenia ran zwtaszcza cukrzycowych, ktére
wykazuja zmniejszone tworzenie naczyn krwiono$nych, nieodpowiednig proliferacje
komoérek oraz staba migracje komorek w okolicy ran. Opracowany przez badaczy
hydrozel zawierajacy zredukowany GO wspiera migracj¢ i proliferacje¢ komorek, a
ponadto wspomagal tworzenie naczyn krwiono$nych, co sprawito, ze réwniez ten

materiat moze sta¢ si¢ potencjalnym srodkiem wspomagajacym leczenie ran [63].
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2.4. Oddzialywanie tlenku grafenu z tkankami

Szczegdlowa charakterystyka dzialania GO na organizmy oraz ich tkanki jest
niezbednym etapem do okreslenia przydatnosci danego materialu do zastosowan
biomedycznych [48].

Liu 1 wsp. przeprowadzili test toksycznosci GO na embrionach ryb z gatunku dania
pregowatego. Zarodki byly wystawianie na rdzne stezenia GO w przedziale 1-100
mg/L przez 96 godzin. Nie zaobserwowano nieprawidlowosci, takich jak anomalie
ogona czy ukladu krazenia u badanych zarodkéw. Ponadto GO nie powodowal
$miertelnosci zarodkow [64].

Liang 1 wsp. przeprowadzili badania dotyczace wplywu GO na ptodnos¢ samcow
myszy. GO wstrzykiwany byt w zZyle ogonowa (25 mg/kg myszy) lub do jamy
brzusznej (60 mg/kg co 24 godziny przez 5 dni). Myszy wykazywaty prawidlowe
wydzielanie hormonéw ptciowych i zachowywaly normalng aktywno$¢ reprodukcyjna.
Ponadto samice nie poddawane dziataniu GO skojarzone z samcami narazonymi na
jego dziatanie wydawaly zdrowe potomstwo. Nie bylo znaczacych roznic w liczbie
mtodych, proporcjach plci, wadze, wskaznikach przezywalnos$ci mtodych miedzy grupa
narazong na dziatanie GO, a grupa kontrolng. GO wykazywat bardzo niskg lub prawie
zadng toksyczno$¢ dla reprodukcji samcoOw myszy. Prace te znacznie utatwig przyszie
badania nanoarkuszy GO do zastosowan biomedycznych [65].

An 1 wsp. ocenili toksyczno$§¢ wplywu GO na oczy rowniez w modelu mysim. Do
worka spojowkowego przez 7 dni aplikowano kazdorazowo 10 pl wodnego roztworu
GO o stezeniu maksymalnym 100 pg/ml. U cze$ci z myszy nastapil stan zapalny oka
oraz zmetnienie rogdwki, prawdopodobnie z powodu stresu oksydacyjnego. Ponadto
autorzy pracy zauwazyli, ze GO odgrywa wazng role we wzmacnianiu proliferacji
komoérek zrebu rogéwki in vivo. Informuja takze, ze wymagane sg dodatkowe
eksperymenty, aby zbada¢, w jaki sposob GO wywotuje powyzej wymienione
procesy [66].

Zesp6t Kim’a przeprowadzil natomiast krotkoterminowg analize toksycznos$ci inhalacji
GO. Badanie przeprowadzono na samcach szczurow. Inhalacja odbywata si¢ jedynie
przez nos. Najwiekszym zastosowanym stezeniem byto ok. 10 mg/m’. Inhalacja trwala

przez 5 dni, 6 godzin dziennie. Nie zaobserwowano u szczuré6w znaczacych zmian
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masy ciata ani narzadéw. Co istotne, krotkoterminowe badanie inhalacji wylacznie
przez nos wykazalo jedynie minimalng lub niezauwazalng toksyczno$¢ tlenku grafenu
w ptucach 1 innych narzadach jak nerki czy watroba [67].

Jako, ze komorki odpornosciowe stanowig pierwsza lini¢ kontaktu organizmu
znanomaterialem 1 odpowiadaja za wystgpowanie ewentualnych reakcji
niepozadanych, informacje dotyczace wptywu GO na ukltad odpornosciowy pozwoli
oceni¢ potencjalny wptyw GO na organizm czlowieka. Badania prowadzono na
makrofagach w warunkach in vitro. Wynika to z faktu, ze komorki te stanowig
pierwszg ,lini¢ obrony” organizmu na patogeny i obce substancje wprowadzone do
krwiobiegu. Ponadto makrofagi stanowig najpopularniejsza grupe komorek w
modelach badawczych ukladu odpornosciowego. Uwaza si¢, ze makrofagi odgrywaja
kluczowa role¢ w odpowiedzi immunologicznej na badany nanomateriat. Powszechnie
przyjmuje si¢, ze GO stymuluje proces fagocytozy we wszystkich fagocytach,
zwlaszcza w makrofagach. Nanoczastki takie jak GO, powoduja zaburzenia czynnos$ci
mitochondriow 1 zwigkszajg stezenie wewnatrzkomorkowych reaktywnych form tlenu,
co prowadzi do stresu oksydacyjnego 1 $mierci komorki. GO moze rowniez
powodowac zwigkszong produkcj¢ cytokin takich jak niektore interleukiny [68].
Zauwazono rowniez, ze podczas hydratacji GO, pierScienie epoksydowe reaguja z
nukleofilami w roztworach wodnych, powodujac otwarcie grup epoksydowych na
powierzchni GO. Podczas styku liposomu z taka powierzchnig, dochodzi do
peroksydacji lipidow (utlenienia lipidu i powstania jego nadtlenkow) [48].

Grupy karboksylowe, epoksydowe i hydroksylowe sprawiaja, ze GO jest bardziej
hydrofilowy 1 znacznie zwigksza jego biodostepnos¢ w poroOwnaniu do grafenu oraz
utatwia interakcje z innymi czasteczkami i sktadnikami komorki [68]. Toksycznos¢
moze zaleze¢ od modyfikacji powierzchni GO oraz od wielko$ci jego struktur [50].
Mate czastki GO wykazuja wysoka toksycznos¢, ze wzgledu na maly rozmiar i ostre
krawegdzie, latwiej penetrujagc btonge komorkowa i1 wnikajac do cytoplazmy, a w
konsekwencji powodujac uszkodzenie btony komodrkowej 1 wyciek tresci
cytoplazmatycznej. Z drugiej strony male czastki GO sg fatwo usuwane ze wzgledu na
ich mate rozmiary, ktore pozwalaja im tatwo przenikna¢ przez kigbuszki nerkowe i
zosta¢ szybko usuniete. Arkusze GO wigksze niz 200 nm s3 mniej toksyczne dla

komoérek, poniewaz nie moga przenika¢ przez blonge komorkowa, ale sa silnie
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zatrzymywane w roznych narzadach ciata, powodujac diugotrwate efekty uboczne
[51]. Toksycznos¢ GO zalezy réwniez od ksztaltu, metody utleniania, ilo$ci podane;j
dawki oraz czasu ekspozycji [60]. Przyjeto, ze dawka powyzej 50 pg/ml uszkadza
ludzkie fibroblasty [45]. GO w dawkach nizszych niz 20 pg/ml nie wykazywatl
toksycznos$ci wobec ludzkich komorek fibroblastow, natomiast dawki powyzej 50
pg/ml zmniejszajac adhezje komorek oraz indukujg ich apoptoze. Wykazano rowniez
obecno$¢ GO w lizosomach, mitochondriach, endoplazmie 1 jadrze komorkowym [51].
Das 1 jego zesp6t wywnioskowali, ze chociaz rozmiar arkusza GO odgrywa istotng role
w toksyczno$ci GO, to gestos¢ grup funkcyjnych na jego arkuszu jest jednym z
kluczowych elementow posredniczacych w cytotoksycznosci komorkowej. Kontrolujac
redukcje GO 1 utrzymujac rozpuszczalno$¢, mozliwe jest zminimalizowanie
toksycznos$ci GO i poznanie szerokiego zakresu zastosowan biomedycznych [69].

Jak juz wspomniano wczes$niej charakterystyczna powierzchnia GO ma silny wpltyw na
adhezj¢ komodrek macierzystych i proliferacj¢ komoérek [51]. Wiasciwosci te przypisuje
si¢ grupom funkcyjnym zawierajagcym tlen, takim jak grupa hydroksylowa,
karboksylowa 1 epoksydowa, ktore umozliwiajg réznego rodzaju interakcje, wigzania
elektrostatyczne 1 wodorowe pomigdzy GO a induktorami osteogennymi i czynnikami

wzrostu [70].
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3. Kolagen domieszkowany tlenkiem grafenu

Interakcje pomigdzy GO i1 kolagenem sg niezwykle istotne oraz niezb¢dne zar6wno w
projektowaniu jak i produkcji nowych materialow majacych potencjalne zastosowanie
w inzynierii tkankowej. Jak wcze$niej wspomniano, kolagen jako atrakcyjny materiat
biatkowy, zwlaszcza kolagen typu I ma dobrg biokompatybilno$¢, biodegradowalnos¢
1 niskg immunogennos$¢. GO natomiast wykazuje si¢ niezwyklymi wilasciwosciami
mechanicznymi, hydrofilowos$cig oraz elastycznos$cig co czyni go jednym z najlepszych

kandydatow do tworzenia kompozytu GO-kolagen [71].

3.1. Oddzialywanie pomiedzy tlenkiem grafenu, a kolagenem

Zesp6t Yue twierdzi, ze grupy funkcyjne zawierajace tlen powoduja, ze nanoarkusze
GO s3 hydrofilowe i wysoce dyspergowalne w wodzie, natomiast aromatyczne regiony
GO oferuja miejsca aktywne, umozliwiajace interakcje miedzyfazowe z innymi
polimerami makroczasteczkowymi. Samoorganizacja czasteczek kolagenu na
powierzchni  nanoarkuszow GO moze zachodzi¢ poprzez oddzialywania
elektrostatyczne, wigzania wodorowe i1 hydrofobowe oddziatywania n-m w zalezno$ci
od grup funkcyjnych na powierzchni arkuszy GO 1 konkretnego regionu czgstek
kolagenowych oddziatujacych z powierzchnig nanoarkuszow GO. Nalezy wzig¢ pod
uwage amfifilowy charakter nanoarkuszéw GO (zazwyczaj hydrofobowe centrum,
hydrofilowe krawedzie). Przy pH réwnym 5 praktycznie nie wystepuje odpychanie
elektrostatyczne miedzy kolagenem, a GO co powoduje, ze kolagen tworzy fibryle na
powierzchni nanoarkuszow GO poprzez wigzania wodorowe 1 oddziatywania
hydrofobowe. Natomiast przy warto$ci pH 7,4 zaobserwowano, ze w procesie adsorpcji
kolagenu na GO dominujg oddzialywania hydrofobowe. Wtokna kolagenowe sa
adsorbowane na nieutlenionych hydrofobowych domenach nanoarkuszow GO poprzez
oddziatywania hydrofobowe z powodu odpychania elektrostatycznego miedzy grupami
zawierajagcymi tlen na krawedzi nanoarkuszow GO 1 czastek kolagenowych.
Zauwazono, ze oddziatywania wigzania wodorowego zachodza czgsto migdzy grupami

karboksylowymi GO i grupami aminowymi kolagenu [71].
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Marco 1 wsp. rowniez wspominaja, ze GO posiada zdolno$¢ do interakcji z kolagenem
poprzez wigzania wodorowe wytworzone z utlenionymi grupami funkcyjnymi
GO [72]. Yue i1 wsp. badajac folie z GO oraz kolagenu ze $ciggna Achillesa bydta
wykazali, ze na powierzchni nanoarkuszéw GO gromadzi si¢ warstwa kolagenu. Silne
interakcje migdzyfazowe migdzy nanoarkuszami GO i kolagenem moga skutecznie
zapobiega¢ przesuwaniu si¢ mi¢dzyfazowemu podczas procesu rozciggania, co
zapewnia doskonalg wytrzymato$¢ folii nanokompozytowe;j [71].

Badania kompozytu kolagen-GO opieraja si¢ glownie na sprawdzeniu toksycznosci,
biokompatybilnosci oraz przydatnosci do potencjalnych zastosowan. Interakcja
pomigdzy potrdjng helisg kolagenu, a tlenkiem grafenu nie jest jeszcze dobrze poznana,
dlatego prowadzenie badan nad kolagenem domieszkowanym GO wydaje si¢ by¢ warte

zainteresowania badaczy [71,73].

3.2. Zastosowanie kompozytu kolagen/tlenek grafenu

Zespol Liu przedstawil koncepcje aerozelu (material porowaty o bardzo duzej
zawarto$ci powietrza) wykonanego z GO ze wzgledu na swoje wiasciwosci
mechaniczne i biokompatybilno$¢ oraz kolagenu. Material ten ma mie¢ potencjalne
zastosowanie w regeneracji kosci. Autorzy tego badania opracowali wysoce porowaty
aerozel skladajacy sie z GO o rdéznych stezeniach GO (w przedziale 0%,-0,2%) 1
kolagenu typu 1. Wyniki wskazuja, Ze aerozele te sa wysoce porowate i hydrofilowe.
W badaniach in vivo lepszy efekt naprawy kosci zaobserwowano w 0,1% oraz 0,2%
aerozelu GO-kolagen niz w czystym aerozelu kolagenowym w szczurzych modelach
ubytkow czaszki. Badanie to wykazalo, ze 0,1% aerozel GO-kolagen wykazywat dobra
biokompatybilnos¢ i zdolno$¢ osteogenng in vivo, co czyni go obiecujacym
biokompatybilnym rusztowaniem do regeneracji kosci i inzynierii tkankowej [8].

Radunovic 1 wsp. przedstawili badania dotyczace bton kolagenowych
domieszkowanych GO o potencjalnym zastosowaniu ich w chirurgii jamy ustnej do
leczenia ubytkéow kostnych. W celu poprawy biokompatybilno$ci czystych bton
kolagenowych pokryto je GO. Celem tej pracy byto zbadanie biokompatybilnosci bton
kolagenowych pokrytych GO z komorkami macierzystymi miazgi zgba czltowieka,

skupiajac si¢ na cytotoksyczno$ci biomateriatu, zdolno$ci do promowania procesu
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réznicowania komoérek oraz kontrolowania indukcji stanu zapalnego. Badania te
wykazaty, ze filmy kolagenowe powlekane GO nie sg toksyczne dla komorek
macierzystych miazgi zgba oraz wywoluja szybsze rdznicowanie tych komorek w
odontoblasty oraz osteoblasty niz czyste btony kolagenowe i moga stanowi¢ dobra
alternatyw¢ dla membran konwencjonalnych, zapewniajac w ten sposob bardziej
efektywne tworzenie kosci 1 poprawe wynikéw klinicznych [74].

Zespot Marco rowniez przedstawil badania na temat blon kolagenowych
wzbogacanych GO, réwniez z myS$la o zastosowaniach w zabiegach chirurgii jamy
ustnej oraz regeneracji kosci. W niniejszej pracy membrany powlekane GO
scharakteryzowano pod wzglgdem stabilnosci, nanoszorstkosci, biokompatybilnosci i
indukcji odpowiedzi zapalnej w ludzkich komorkach fibroblastow dzigstowych.
Wykazano, ze otrzymany material jest biokompatybilny i nie wywoluje stanu
zapalnego w badanych komorkach. [72].

Deepachitra i wsp. poddali badaniu kompozyt ztozony z kolagenu, fibryny oraz GO.
Kompozyt ten badano pod katem zastosowan jako materiatow opatrunkowych.
Wykazano, ze material ten jest biokompatybilny. Zastosowano go jako materiat
opatrunkowy na rany do$wiadczalne szczurow. Badania biochemiczne, hematologiczne
oraz histopatologiczne wykazaty, ze rany leczone za pomoca filméw ztozonych z
kolagenu, fibryny oraz GO goily si¢ szybciej niz rany w grupie kontrolnej, co sugeruje,
ze kompozyt ten moze by¢ stosowany jako przysziosciowy material opatrunkowy [9].
Zespot Senthil przedstawit badania kompozytu ztozonego =z poli(alkoholu
winylowego), ktory jest polimerem syntetycznym, z kolagenu pochodzenia rybiego
(biopolimer) oraz z GO o potencjalnym zastosowaniu w leczeniu ran. Wykazano
biokompatybilno$¢ przedstawionego materiatu. Skuteczno$¢ kompozytu oceniano w
modelu mysim. Wykazano, ze materiat ztoZzony z poli(alkoholu winylowego), kolagenu
oraz GO skutecznie przyspieszat proces gojenia si¢ ran [75].

Jayavardhini 1 wsp. zaprezentowali badania dotyczace rusztowania serycynowo-
kolagenowego wzbogaconego GO o potencjalnym zastosowaniu w inzynierii
tkankowej. Zastosowany kolagen réwniez i w tych badaniach pochodzit z ryb.
Wykazano skuteczno$¢ omawianych rusztowan w indukowaniu tworzenia nowych
naczyn krwionos$nych, dzigki czemu mozliwe staje si¢ ich zastosowanie jako nowego

srodka terapeutycznego w leczeniu chorob niedokrwiennych [76].
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4. Metody badawcze oceny wptywu tlenku grafenu na kolagen

Poznanie interakcji pomigdzy GO 1 kolagenem jest niezwykle wazne oraz niezbedne
zarowno podczas projektowania jak 1 produkcji nowych materialow majacych
potencjalne zastosowanie w medycynie. Badania kompozytu kolagen-GO opieraja si¢
gltobwnie na sprawdzeniu toksycznosci, biokompatybilnosci oraz przydatnosci do
potencjalnych zastosowan ( przewaznie sg to badania wytrzymatosciowe). Interakcja
pomiedzy kolagenem, a GO nie jest jeszcze dobrze poznana, dlatego prowadzenie
badan nad kolagenem domieszkowanym tlenkiem grafenu wydaje si¢ by¢ niezwykle

istotne [71,73],

4.1. Metoda wiskozymetryczna

Badania wiskozymetryczne sg jednymi z podstawowych metod analitycznych badania
zardwno struktury jak i wlasciwos$ci ptynéw polimerowych. ,,Lepko$¢ definiuje si¢ jako
stosunek naprezenia $cinajacego do szybko$ci §cinania. Naprezenie $cinajace jest silg
wywierang na element powierzchni cieczy réwnolegly do kierunku przeptywu.
Szybkos$¢ $cinania natomiast to stosunek roznicy predkosci dwoch warstw ptynu do
odlegltos$ci pomiedzy nimi” [77]. Jest to tzw. lepko$¢ dynamiczna, ktérg rozumiemy
wlasnie pod pojeciem lepkosci [78]. Istotnym pojeciem w wiskozymetrii jest lepkosé
wzgledna 1, (z ang. relative viscosity), ktora jest ,,stosunkiem lepkos$ci roztworu 1 do
lepkosci rozpuszczalnika n,”:

"= (1)
Natomiast lepko§¢ wlasciwa n, (z ang. specific viscosity) wyraza ,,stosunek lepkos$ci
rozpuszczonego polimeru n, do lepkosci rozpuszczalnika” [77]:

_77p_77_770_

Np=7, =" 1, =n,—1 (2)
Dobor odpowiedniego rodzaju wiskozymetru zalezy gtownie od rodzaju polimeru oraz
rozpuszczalnika. Jednym z najbardziej popularnych typéw wiskozymetrow sa
lepkosciomierze kapilarne. Ich powszechnos$¢ bierze si¢ stad, ze sg one kompromisem
pomigdzy dokladnym okre§leniem lepkos$ci, a niedrogim urzadzeniem pomiarowym.

Generalng zasadg wiskozymetréw kapilarnych jest przeplyw grawitacyjny badanej

probki, ciecz przeptywa przez kapilarg pod wlasnym ciezarem. Mierzony jest czas
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przeplywu znanej objgtosci cieczy przez kapilar¢ wiskozymetru (czas przeptywu od
punktu M; do M, zaznaczonych na ponizszym rysunku). Temperatura w tego typu
wiskozymetrach moze by¢ dobrze regulowana, poniewaz cala kapilara moze by¢
zanurzone w kapieli wodnej. Do wiskozymetrow kapilarnych nalezy m.in. wiskozymetr

Ubbelohde przestawiony na ponizszej rycinie [77].

Ryc. 4: Wiskozymetr Ubbelohde [77]

Do oceny lepkosci wzglednej konieczne jest tylko okreslenie czaséw przebiegu
czystego rozpuszczalnika to 1 roztworu probki t. Zaktada sig, ze ggstos¢ rozcienczonego
roztworu polimeru p roOwna si¢ gestosci czystego rozpuszczalnika p, ze wzgledu na
bardzo mate stezenie polimeru, gdzie K jest stalg kapilary, ktora jest specyficznym

wspotczynnikiem zaleznym od parametrow kapilary:

- n_ K-pt t
= — == 3
7/’r T’O K',Oo'to to ( )

Aby dobrze wykorzysta¢ natywny kolagen, nalezy go poddac obrobce i przechowywac
W temperaturze ponize] temperatury denaturacji, aby zachowa¢ jego natywna

konfiguracje. W konsekwencji temperatura denaturacji (T4) jest waznym parametrem
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kolagenu w jego wykorzystaniu. Pomiary lepkosci wilasciwej sa czesto
wykorzystywane do wyznaczenia temperatury denaturacji kolagenu. [79]

W celu wyznaczenia temperatury denaturacji Tq mozna zastosowac zalezno$¢ lepkosci
wlasciwej od temperatury. Temperature denaturacji mozna przyja¢ jako punkt
srodkowy liniowej czeSci (odpowiadajacej przemianie fazowej) krzywej
sigmoidalnej [80]. Td to inaczej mowigc temperatura, odpowiadajaca potowie zmianie
lepkosci podczas procesu denaturacji [81]. Ponizszy rysunek przedstawia sposob

odczytu tej wartosci:
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Ryc. 5: Sposob odczytu temeratury denaturacji

Jest to prosta metoda pozwalajgca bada¢ konformacje¢ m.in. bialek. W literaturze mozna
odnalez¢ wiele badan na temat wyznaczania temperatury denaturacji metoda
wiskozymetryczng np. kolagenu ze skory zaby ryczacej, ze skor cielgcych czy tez skor

ryb [79-81].

4.2. Badanie wtasciwosci elektrycznych

Spektroskopia dielektryczna jest szeroko stosowana w ocenie wilasciwosci réznych
rodzajow materii. Metoda ta moze by¢ takze zastosowana w analizie mieszanin, gdyz

nawet niewielka ilo$¢ dodanego zwigzku moze by¢ zobrazowana za pomocy tej
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metody. Technika ta polega na analizie konkretnych parametréw elektrycznych uktadu
ztozonego z badanej substancji oraz elektrod podczas pobudzania uktadu zewnetrznym
sygnalem zazwyczaj o niewielkiej amplitudzie ( do ok. 1 V) oraz rdéznych
czestotliwosciach. Czesto wyniki takiej analizy przedstawiane sa w sposob graficzny za
pomoca tzw. wykresow Nyquista (zalezno$¢ czgsci urojonej impedancji od wartosci
czesci rzeczywistej impedancji) lub w postaci wykresu Bodego (zalezno$¢ modutu
impedancji badZ przesuni¢cie kata fazowego w funkcji czestotliwosci. [82].
Przewodno$¢ elektryczng wilasciwa k mozna wyznaczy¢ na podstawie wyznaczonej
rezystancji R probki oraz znajomos$ci parametrow takich jak odlegtos¢ pomiedzy
elektrodami 1 oraz powierzchnia przekroju poprzecznego elektrody A. Stosunek tych
dwoch wielkosci jest tzw. stalg naczynia pomiarowego K [83].

K_ 1
““R"RA )
Badania takie stosowane sa do oceny procesu denaturacji niektorych biatek np.
kolagenu albo obserwacji procesow uwalniania wody swobodnej badz tez zwigzane;.
Podczas procesu denaturacji dochodzi do zmian strukturalnych, ktére wplywaja na
przewodnictwo elektryczne badanych materiatow, dzieki czemu badania temperaturowe
przewodnictwa elektrycznego moga postluzy¢ do okreslenia temperatury przemian

fazowych, takich jak denaturacja [84,85].

4.3. Badania wtasciwos$ci mechanicznych

Wiasciwosci mechaniczne sg niezwykle istotne podczas poznawania i projektowania
nowych materialow. Posiadanie stosunkowo stabych wtasciwos$ci mechanicznych jest
czynnikiem ograniczajagcym mozliwos$¢ zastosowania takiego materialu np. w inzynierii
tkankowej. Kontrolowanie 1 przewidywanie witasciwosci kompozytow w roéznych

warunkach ma wigc niebagatelne znaczenie [86].

4.3.1. Badania reometryczne

Badania reometryczne stuza do oceny charakterystyki badanego materialu, gtownie
jego cech lepkich oraz sprezystych. Ocena cech lepkich probki ogranicza si¢ gldwnie

do ,wyznaczenia krzywej ptyniecia, czyli zalezno$ci naprezenia stycznego,
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wywotanego $cinaniem plynu, od szybko$ci §cinania czyli gradientu predkosci w
przeptywajacym ptynie”. Niektore reometry umozliwiajg rowniez pomiary oscylacyjne
(sinusoidalne zmienne odksztalcenie), dzigki ktorym mozemy badaé zaréwno
wlasciwosci lepkie jak i1 sprezyste badanych probek. Do oceny cech lepkich badanej
cieczy stuzy tzw. modut stratnosci G, natomiast do oceny cech sprezystych stuzy tzw.
modul zachowawczy G’ [87]. G’ odzwierciedla zatem napr¢zenia proporcjonalne do
odksztatcenia, natomiast G” odzwierciedla napr¢zenia proporcjonalne do szybkosci

$cinania [88]. G’ mozna zdefiniowac:

——g
G =y, Cos O ®)]

»gdzie: oy jest naprezeniem stycznym przy szybkosci $cinania dazacej do zera, 7, jest
szybko$cig $cinania dazaca do zera, a o jest katem przesunigcia fazowego”. Kat
przesuni¢cia fazowego wynika z rdznicy pomigdzy zadanym naprezeniem i
odksztatlceniem probki w czasie na to naprezenie, w praktyce jest to przesunigcie
krzywych napre¢zenia i odksztalcenia wzgledem siebie w funkcji czasu. Natomiast G

mozna zdefiniowac:

Op .
G":TESIH(S (6)

Jednym z popularnych testow oscylacyjnych jest tzw. przemiatanie amplitudy, dzigki
ktéoremu mozemy zbada¢ stabilno§¢ mikrostruktur badanego materialu, podczas

zmiennej amplitudy a stalej wartosci czgstotliwosci [89]. Oba moduty taczy zaleznos¢
[90]:
G

tand= e (7)
Dla biatek np. kolagenu z uwagi na zmiany w strukturze, na podstawie zalezno$ci tan &
od temperatury mozna wyznaczy¢ temperatur¢ denaturacji kolagenu. T, jest
temperaturg odpowiadajagca maksymalnej wartosci tan d [91].
Badania reometryczne znalazlty z powodzeniem zastosowanie w badaniu struktury oraz

wplywu réznych czynnikéw na budowe biopolimeréw takich jak kolagen [90-93].
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4.3.2. Teksturometria

Teksturometria jest niezwykle wszechstronng dziedzing pozwalajgca na okreslenie
wlasciwosci mechanicznych badanych materialow. Teksturometry zaopatrzone s3
zazwyczaj w zestaw przerdznych przystawek stuzacych do m.in. rozciggania, $ciskania
badz $cinania probek. Poznanie doktadnych wiasciwosci mechanicznych materialow
przydaja si¢ szczegdlnie w ocenie jako$ci 1 stabilno$ci badanych produktow [94].
Badania teksturometryczne polegaja glownie na makroskopowej ocenie wlasciwosci
mechanicznych testowanego materiatu [95].

Podczas badania filmoéw (np. o zastosowaniu medycznym) najistotniejszym pomiarem
wydaje si¢ by¢ rozcigganie probki podczas, ktérego mierzy si¢ jednocze$nie
wydhuzenie probki oraz sile, przy ktorej probka ulegnie zerwaniu [96,97].

Wydtuzenie probki przy zerwaniu E (z ang. elongation at break) mozna wyznaczy¢
znajac poczatkowy wymiar probki L, oraz dtugos$¢ probki podczas jej zerwania Lg:

LB_LO

E%= 100% (8)

0
Istotnym parametrem obliczanym na podstawie sity F, przy ktorej probka ulega
zerwaniu jest wytrzymalo$¢ na rozcigganie TS (z ang. tensile strength). Jest to stosunek
sity F, przy ktorej nastgpuje rozerwanie materialu do powierzchni przekroju
poprzecznego tej probki sprzed pomiaru:

F

IS=——
LW

)

gdzie L jest Srednig gruboscig badanej folii, a W to szerokos¢ tej probki [98].

Teksturometria znalazta szerokie zastosowanie w ocenie wlasciwosci filmow
polimerowych w przemysle spozywczym, opakowaniowym, czy tez biomedycznym
[94,96,99,100].

Badania takie wykonywane sg rowniez powszechnie dla bton czy tez pianek

kolagenowych [97,98,101,102].
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4.4. Analiza wielko$ci czastek

Istnieje wiele metod stluzacych do oszacowania rozmiardw czgstek np. techniki
mikroskopowe, dyfrakcja laserowa, analiza sedymentacyjna czy analiza sitowa.
Wymiary badanych czastek mozna opisa¢ za pomocg metod, ktore s3 odpowiednie dla
rozpatrywanego zakresu wielkosci [103]. Rozmiar czastek czesto okresla istotne cechy
materiatu takie jak jakos$¢, biodostepnos¢ czy wytrzymatos¢ [104].

W sytuacji nieregularnych ksztaltow jakie wystepuja w budowie niektorych czastek i
tak stosuje si¢ modele zakladajace, ze dana czastka zblizona jest ksztattem do kuli.
Nalezy zaznaczy¢, ze to uogoélnienie doprowadza do sytuacji, kiedy pod wyznaczong
srednice kuli, czyli tak naprawde S$rednicg badanych czastek przyjmujemy wartos¢
$rednig z roznych ksztattow 1 ich ustawienia. Biorac pod uwage np. czastke o ksztalcie
walca, $rednica bedzie warto$cig $rednig rzutéw walca pod réznymi katami (pomiar
dtugosci moze odby¢ sie od boku, pod katem lub od goéry dajac ré6zne wartosci). Model
ten stosuje si¢ w laserowych metodach analizy wielkos$ci czastek [105]

Czesto spotykanymi modelami $rednic sg tak zwane $rednice rownowazne dlugosci,
powierzchni oraz objetosci [106]. W modelu dtugosci brana jest pod uwage jest Srednia

arytmetyczna, natomiast w modelu objetosciowym $rednica D jest rowna:

D=} an (10)

gdzie d sg zmierzonymi $rednicami, a n to 1lo$¢ zmierzonych czastek.

Poréwnujac rozktad dlugosci 1 objetosci mozna latwo zauwazy¢, ze wiekszy udziat
objetosci majg wigksze czastki zatem poréwnujac te dwie metody $rednica uzyskana w
modelu objetosciowym dla tych samych czastek bedzie wyzsza niz w modelu dtugosci.
Latwo mozna zobrazowaé to prostym przykladem pomiaru 3 czastek o dlugosci
(1,213) um. W pierwszym modelu otrzymamy S$rednig Srednice o warto$ci 2 pum,
natomiast w modelu objetosciowym uzyskamy wynik réwny 2,29 um. [105].

Wyniki uzyskane za pomocg mikroskopoéw konstruujg swoj poczatkowy wynik jako
rozktad dlugosci. Aparaty stosujace dyfrakcje laserowa konstruuja swoj wynik w
postaci rozktadu objetosci. Rozktady objetosci sa czesto tez domy$inym wyborem dla

wigkszo$ci metod stosujacych rozpraszanie §wiatta [103].
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Nalezy wiec zwroci¢ uwage, ze tak naprawde kazda z metod jest prawidlowa pomimo
réoznic w wynikach pomiedzy tymi metodami, dlatego aby modc miarodajnie
przyrownywac ze sobg rdzne wyniki nalezy zastosowac t¢ samg metodg. W praktyce
oznacza to, ze nie istniejg standardowe wielko$ci danych czastek o nieregularnych
ksztaltach, a wiele zalezy od zastosowanych zatozen [105].

Dyfrakcja laserowa jest jedng z metod pomiaru wielkosci czastek, gdzie pomiary
mozemy dokonywaé¢ na ,,mokro” oraz na ,,sucho”. Oznacza to, ze badang probke
mozemy rozprasza¢ w cieczy lub w gazie. W metodzie tej wigzki Swiatta lasera padaja
na czasteczki i1 ulegaja rozproszeniu pod ré6znymi katami, a nastgpnie sg rejestrowane
przed odpowiednie detektory. Wigksze czastki zatamuja $wiatlo pod mniejszym katem
niz mniejsze czastki. Dane te zbierane sg 1 przetwarzane przez analizator wielkos$ci
czastek, a nastgpnie na podstawie wyzej omoOwionych modeli matematycznych
obliczane sg rozklady rozmiaréw czastek w danej analizie. Gdy mamy do czynienia z
probka w postaci proszku zazwyczaj shusznym wyborem jest pomiar na ,,sucho”.
Jednak gdy zalezy nam na zbadaniu aglomeracyjnosci probki lub innego czynnika,
wplywajacego na rozmiar czastek warto zastosowac¢ metode na ,,mokro”. Odpowiednia
dyspersja probki nastgpuje przez odpowiedni doboér parametrow takich jak predkose
mieszadta, pompy transportujacej probke przez uklad pomiarowy oraz ewentualnie
zastosowanie ultradzwickow. Wyboru odpowiednich parametrow ustala si¢
doswiadczalnie podczas analizy komputerowej obrazu [107].

Metoda ta znajduje zastosowanie w naukach medycznych m.in. w inZynierii tkankowe;j
do oceny materialdéw kompozytowych, rowniez tych na bazie kolagenu [108,109].

Inng metoda stuzagcg do badan mikrostruktury czastek jest skaningowa mikroskopia
elektronowa (SEM). Metoda ta opiera si¢ na dziataniu mikroskopu elektronowego, w
ktérym wykorzystywana jest wiagzka elektronow. W SEM wigzka elektronow skupiona
w niewielka plamke, ktora skanuje badany obszar powierzchni probki. Pod wplywem
dziatania wigzki elektroné6w na probke emitowane sg réznego rodzaju sygnaty, ktére
rejestrowane s3 dzigki odpowiednim detektorom, a w dalszym kroku przetwarzane sg
na obraz badanego materiatu [110]. Metoda ta roéwniez znalazta zastosowanie w
naukach biomedycznych m.in. w badaniu hydrozeli na bazie kolagenu, kompozytu na

bazie zelatyny czy hydrolizatow kolagenowych [111-113].
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II. CEL PRACY

Celem pracy byto zbadanie wptywu tlenku grafenu na konformacje makroczasteczki
kolagenu rybiego w postaci roztworu oraz w postaci statej za pomoca:

- badan reologicznych,

- wiskozymetrycznych,

- analizy wielkos$ci czastek poprzez zastosowanie analizatora wielkosci czastek,

- spektroskopii dielektryczne;.

Dodatkowym celem byla analiza wytrzymatosciowa bton kolagenowych za pomoca

teksturometru, ktora umozliwita ocen¢ wytrzymatos§ci materiatu w postaci state;j.
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III. MATERIAL I METODY

1. Materialy

Kolagen rybi

Nazwa produktu:Collagen New Generation

Producent: Regionalne Centrum Zdrowia Sp. z o.0.

Sktad badanego zelu kolagenowego:
woda (91,1 —96,1) %

kolagen (3,2 — 5,5) %

kwas mlekowy (0,5 —2.,4) %

melanina i Rokonsal ND (konserwant) <0.3 %

Badany zel kolagenowy zostal pozyskany metoda kwasnej hydratacji ze skor totpygi
biale;.

Tlenek grafenu

Tlenek grafenu zostat pozyskany w Zakladzie Technologii Uzdatniania Wody

Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu metoda Hummersa [114].

Wytworzono mieszaniny 33% zelu kolagenowego (czyli ok. 1% kolagenu) z
0,01%:0,02% 1 0,05% tlenkiem grafenu. Proporcje te wykorzystywane byly zaréwno
do pomiaréw reologicznych, analizy wielkosci czastek jak i do wytwarzania filmow
kolagenowych testowanych za pomoca spektroskopii dielektrycznej oraz
teksturometru. Przeprowadzono réwniez analize ok. 0,1% kolagenu z 0,01% GO za
pomoca metody wiskozymetrycznej. Tak duze rozcienczenie bylo niezbedne do

przeprowadzenia badan za pomoca tej metody.
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2. Metody badawcze

2.1. Metoda wiskozymetryczna

Do badan wykorzystano wiskozymetr Ubbelohde’a, z ktoérego pomoca wyznaczono
zaleznos$¢ lepkosci wzglednej od temperatury. Metoda ta jest procedurg uzupetniajaca
do badan reometrycznych. Jest to prosta metoda oceny struktury zwigzkow
chemicznych, czula na zmiang konformacji biopolimeréw. Zel kolagenowy
rozpuszczono w wodzie destylowanej, w stosunku wagowym 1:39 ( uzyskujac ok.
0,1% roztwor kolagenu) w temperaturze pokojowej w celu uzyskania st¢zenia
mozliwego do zbadania na wiskozymetrze kapilarnym. Podobnie przygotowano badan
roztwor o sktadzie: ok 0,1% kolagenu 1 0,01% GO. Tak przygotowang probke
umieszczono w termostatowanym wiskozymetrze kapilarnym z doktadnos$cig pomiaru
do +0,1°C. Temperatur¢ w uktadzie pomiarowym dodatkowo kontrolowano za pomoca
termometru elektronicznego CHY 700. Pomiary wykonano w zakresie od 20°C do
60°C. Po osiagnigciu danej temperatury przez probke wygrzewano j3 przez 10 min. lub
dtuzej, do otrzymania stabilnego czasu przeplywu cieczy przez wiskozymetr, po czym
wykonano pomiar lepkosci (co najmniej 10 préb). Pomiar przeprowadzony w sposob
pltynny tzn. ta samg probke mierzono w rdéznych temperaturach, od najnizszej do

najwyzszej. Uklad pomiarowy przedstawiono na ponizszej rycinie:

faznia wodna
z wiskozymetrem

termostat

Ryc. 6: Uktad pomiarowy do badan wiskozymetrycznych
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2.2. Badania parametréw elektrycznych filméw kolagenowych

33% roztwor zelu kolagenowego (czyli ok. 1% roztwdr kolagenu) oraz mieszaning
33% roztwor zelu kolagenowego 1 odpowiednio 0,01%, 0,02% 1 0,05% GO wylano na
szalki Petriego 1 pozostawiono w temperaturze pokojowej rownej okoto 23°C do
catkowitego wyschniecia. Po odparowaniu wody otrzymano foli¢, z ktorej wycigto
krazki o $rednicy 10 mm. Grubos¢ kragzkéw mierzono sondg ultradzwigkowa Ultrametr
A400 firmy Metrison. Po obu stronach wycietego krazka z folii kolagenowej natozono
srebrne elektrody i przymocowano za pomoca past srebrowej Leitsilber 200N Hans
Wolbring. Zmierzono powierzchni¢ czynng badanego uktadu. Przygotowang probke
umieszczono w termostatycznej komorze pomiarowej. Testy wlasciwosci elektrycznych
probki przeprowadzono przy uzyciu mostka Hioki LCR IM3536 w zakresie
temperaturowym od ok. 20°C do 160°C za pomoca pradu przemiennego o napigciu
rownym ok. 1V. Uktad pomiarowy skladajacy si¢ z miernika Hioki, ultratermostatu
unipan 650H, komory pomiarowej wraz z termometrem do cigglego monitorowania
temperatury w celce pomiarowej oraz komputera z odpowiednim oprogramowaniem
zgrywajacym wyniki uzyskane z miernika bezposrednio do komputera przedstawiono

na ponizszym zdjeciu:

‘.
/ miernik Hioki LCR

R —

¥ termometr CHY 700

Ryc. 7: Uktad pomiarowy do spektroskopii dielektrycznej

Rycina 8 przedstawia natomiast przyktadowa probke umieszczang w celce pomiarowe;:
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Ryc. 8: Celka pomiarowa wraz z probkq do badan spektroskopii
dielektrycznej

2.3. Badanie wlasciwosci mechanicznych

Badania wlasciwos$ci mechanicznych obejmuja badania reologiczne wykonane na
probkach w formie roztworu oraz obejmujg teksturometryczne pomiary
wytrzymato$ciowe blon kolagenowych w postaci stalych. 33% roztwér zZelu
kolagenowego (czyli ok. 1% roztwor kolagenu) oraz mieszaning 33% roztwor zelu
kolagenowego i odpowiednio 0,01%, 0,02% i 0,05% GO wykorzystano bezposrednio
do badan reometrycznych oraz do wytworzenia filméw rozcigganych za pomoca

teksturometru.
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2.3.1. Reometria

Do badan reometrycznych wykorzystano Modular Compact Rheometer MCR302 w
uktadzie ptytka-plytka PP50 firmy Anton Paar. Szczelina pomiarowa wynosita 0,5 mm.
Z jego pomoca zbadano zalezno$§¢ modutu zachowawczego probek (G’) oraz modutu
stratnosci  (G”) od naprezenia przy Scinaniu w celu doboru odpowiedniego
odksztalcenia przy pomiarach oscylacyjnych. Czgstotliwos¢ katowa zastosowana w
pomiarach wynosita 10s”. G’ i G” zbadano wzgledem temperatury ( przy odksztatceniu
3%). Zbadano rowniez zalezno$¢ naprezenia $cinajacego i lepkosci od szybkosci
$cinania, a nastepnie przy wybranej predkos$ci $cinania (5 s') zmierzono zalezno$¢
lepkosci od temperatury. Pomiary wykonano w zakresie od 20 — 90 °C. Ponizsza rycina

obrazuje stanowisko pomiarowe:

Ryc. 9: Reometr. Zblizenie na wybrany uktad pomiarowy ptytka-ptytka

Badania reometryczne zostaly wykonane dzigki uprzejmo$ci Anton Paar.
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2.3.1. Badania teksturometryczne

W badaniach wykorzystano teksturometr AGS-X firmy Shimadzu zaopatrzonego w
uchwyt do rozciaggania z czujnikiem sity w zakresie (2-1000) N. Rozciggano filmy
kolagenowe o wymiarach 5 cm x 1 cm przy rozstawie tap rozciagajacych wynoszacym
3 cm. Probki rozciggano z szybkoscia 2 mm/min. Probki z pecherzykami powietrza
badz ze znaczng zmiang grubosci byty odrzucane. Pomiary wykonane byly w
temperaturze pokojowej, a wiec w temperaturze przechowywania takiego materiatu.

Ponizsze zdjecie ilustruje uktad do pomiaru wytrzymato$ci probek:

Ryc. 10: Przyktadowe badanie wytrzymatosci probki

na rozciqganie
Badania teksturometryczne wykonano we wspolpracy z Katedrg i Zaktadem

Technologii Postaci Leku UMP.
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2.4. Analiza wielkos$ci czastek oraz badania mikrostrukturalne

2.4.1. PSA 1190 Anton Paar

Pomiary analizy wielkosci czastek przeprowadzonych za pomocg analizatora PSA 1190
Anton Paar powtarzano co najmniej raz i uzyskiwano zgodno$¢ wynikow. Wszystkie
omawiane pomiary wykonano przy maksymalnych obrotach mieszadla oraz szybkim
tempie pompy odpowiadajacej za przemieszczanie si¢ probki przez uktad pomiarowy.
Za pomoca analizatora czastek oszacowano wielko$¢ czgstek kolagenu natywnego jak 1
zdenaturowanego, wielkos$¢ czastek wystepujacych w mieszaninie kolagenu 1 GO oraz
wielko$¢ czasteczek samego tlenku grafenu. Analizie poddano 33% roztwor zelu
kolagenowego (czyli ok. 1% roztwor kolagenu) oraz mieszaning 33% roztwor zelu
kolagenowego oraz 0,01%, 0,02% 1 0,05% GO.

Badania analizy wielkoS$ci czastek zostaly wykonane dzigki uprzejmosci Anton Paar.

2.4.2. Skaningowy mikroskop elektronowy (SEM) JEOL JSM-6380LA

Za pomoca mikroskopu SEM dokonano analizy morfologii powierzchni nanoczastek
tlenku grafenu. Zastosowano powigkszenia:10 000, 25 000 oraz 50 000. Zdjecia
wykonano przy napigciu przyspieszenia réwnym 15 kV. Pomiary zostaly wykonane

przez Uczelniane Centrum Aparaturowe UMP.

2.5. Pomiar grubosci bton kolagenowych

Z pomocag grubosciomierza Metrison A400 dokonano pomiaru grubosci bton

kolagenowych wykorzystywanych w spektroskopii dielektrycznej oraz  filmow

rozcigganych blon na teksturometrze.
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Ryc. 11: Grubosciomierz

2.6. Metoda termograwimetryczna

Za pomocg wagosuszarki Mettler Toledo HB43-S okreslono suchg mas¢ kolagenu w
zelu kolagenowym. Hydrozel suszono w 110°C. Temperature t¢ dobrano na podstawie
wczesniejszych badan odnoszacych si¢ do uwalniania wody swobodnej [115].
Przeprowadzony pomiar utraty wody swobodnej zelu kolagenowego wyjsciowego

trwalo kilka godzin do utrzymania statej wartosci masy.
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[ |

Ryc. 12: Wagosuszarka
2.7. Statystyka

Wszelkie opracowania statystyczne uzyskano za pomoca programu Statistica 13.3.
Analiza statystyczna zostata wykonana dla badan teksturometrycznych przez specyfike
swoich pomiaroéw. Badania te polegaja zwykle na przebadaniu wickszej ilo$ci probek.
W przedstawionej pracy dla kazdego z rodzaju folii wykonano minimum 30 powtérzen.
Pierwszym etapem podczas przeprowadzania analizy statystycznej byto sprawdzenie
czy probki mozna uzna¢ za pochodzace z rozktadu normalnego i do tego celu

zastosowana test Shapiro-Wilka. Takiej analizie poddano silte, przy ktorej nastapilo
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zerwanie probki, parametr wytrzymalosci materiatu na zerwanie TS oraz wydtuzenie
wzgledne probek podczas ich zerwania. W kazdym z parametréw znalazl si¢ chociaz
jeden rozktad, ktorego nie mozna byto uzna¢ za pochodzacego z rozktadu normalnego
o warto$ci prawdopodobienstwa p<0,05. W takiej sytuacji przeprowadzono test
nieparametryczny dla poréwnan wielu grup niezaleznych jest to tzw. ANOVA Kruskala
-Wallisa. Jesli okazato si¢, ze roznice w danym parametrze dla roznych rodzajow bton
kolagenowych (czystych lub domieszkowanych 0,01%, 0,02%, 0,05% GO) sa istotne,
zastosowano wielokrotne poréwnanie $rednich rang dla wszystkich prob z poprawka

Bonferroniego w celu wyznaczenia, miedzy ktérymi grupami znajduja si¢ te réznice.
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IV. WYNIKI BADAN

1. Metoda wiskozymetryczna

Za pomocg metody wiskozymetrycznej wykreslono zaleznos$¢ lepkosci wiasciwej od
temperatur dla czystego roztworu kolagenowego (0k.0,1%) oraz roztworu mieszaniny
ok. 0,1% kolagenu oraz 0,01% GO. Ponizszy wykres przedstawia badang zaleznosc.

Kazda warto$¢ jest $rednig z 10 pomiardw.

2,5
L ~_
»\“_/._\‘\
2 \
|
- \\\1-5\\ \\
© \.\
2 15 N
| \
E \
= B ‘\
:§ \\ — — @ — — kolagen
= ir \ — — #l— — kolagen + GO
O \
- - \\
\\
0,5 N
W
L AN T
0 | | | | | |

Temperatura [°C]

Ryc. 13: Zaleznos¢ lepkosci wlasciwej od temperatury

Na podstawie metody wiskozymetrycznej wyznaczono temperatur¢ denaturacji
wynoszaca ok. 33,5 °C zaréwno dla czystego roztworu kolagenu jak i dla kolagenu
domieszkowanego tlenkiem grafenu. Nie zauwazono istotnego wplywu dodatku GO do

roztworu kolagenu na jego strukture.

2. Badania parametrow elektrycznych filmow kolagenowych

Przeprowadzono pomiary oporu elektrycznego, modulu zawady oraz tangensa strat
dielektrycznych. Wyniki sg warto$cig $rednig z 3 pomiaréw. Z bezposrednich badan

oporu elektrycznego oraz geometrii ukladu na podstawie rownania 4 wyznaczono
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warto$ci  przewodnosci

elektrycznej wlasciwej badanych probek. Sporzadzono

zalezno$¢ tego parametru od temperatury dla roznych czgstotliwosci zarowno dla folii z

czystego kolagenu jak i1 tych domieszkowanych tlenkiem grafenu, ktore przedstawiono

na ponizszych wykresach.

przewodnos$¢ elektryczna wiasciwa [S/m]
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Ryc. 14: Zaleznos¢ przewodnosci elektrycznej wtasciwej od temperatury przy

czestotliwosci 100 Hz
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przewodnos$¢ elektryczna wlasciwa [S/m]

przewodnos$¢ elektryczna wiasciwa [S/m]
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Ryc. 15: Zaleznos$¢ przewodnosci elektrycznej wtasciwej od temperatury przy
czestotliwosci 1 kHz
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Ryc. 16: Zaleznos¢ przewodnosci elektrycznej wiasciwej od temperatury przy

czestotliwosci 10 kHz
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Na podstawie powyzszych wykresow mozna zauwazy¢ wigksza przewodnos¢ wlasciwa
dla materiatbw zawierajagcych GO w poréwnaniu do folii z czystego kolagenu.
Natomiast sam charakter zmian jest podobny dla przedstawionych czestotliwosci.
Najwieksze zmiany mozna zaobserwowa¢ w obszarze od 30°C do 60 °C (zakres ten
charakteryzuje spadek przewodnosci) oraz powyzej 100°C/120°C (widoczny jest
szybki wzrost przewodnosci wiasciwej). Mozna zaobserwowaé, ze drugi zakres
temperatur dla filméw kolagenowych z 0,02% 1 0,05% dodatkiem GO przesunigty jest
0 ok. 20°C w stron¢ temperatur nizszych.

Przeprowadzono réwniez pomiar tangensa strat dielektrycznych tan 6 od temperatury

dla wybranych wczesniej czgstotliwosci.
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Ryc. 17: Zaleznos¢ wspotczynnika strat dielektrycznych od temperatury dla 100 Hz

Na podstawie zalezno$ci wspotczynnika strat dielektrycznych od temperatury dla 100
Hz mozna zaobserwowac kilka maksiméw. Pierwsze znajduje si¢ w obrebie (30-35)°C
dla wszystkich probek, natomiast drugie niewielkie maksimum jest obserwowane w

okolicy 80 °C dla probki z samym kolagenem jak i1 probki z najmniejszym stezeniem
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GO (0,01% GO). Kolejne maksimum przy ok. 95 °C widoczne jest dla probek
kolagenowych z 0,02% oraz 0,05% GO. Natomiast maksimum to dla czystej probki
kolagenowej oraz probki ze 0,01% stezeniem GO waha si¢ w okolicy (115-120)°C.
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Ryc. 18: Zaleinos¢ wspotczynnika strat dielektrycznych od temperatury dla 1 kHz

Na podstawie pomiaréw tangensa strat dielektrycznych przy czestotliwosei 1kHz
mozna rowniez zauwazy¢ pierwsze maksimum w okolicy (30-35)°C dla wiekszosci
probek. Podobnie jak dla 100 Hz drugie niewielkie maksimum jest obserwowane w
okolicy 80 °C dla probki z samym kolagenem jak i probki z 0,01% GO. Natomiast
mozna zaobserwowac przesunigcie ostatnich maksimow w strong wyzszych temperatur
tj. przy przedziale (105-100) °C widoczne jest dla probek kolagenowych z 0,02% oraz
0,05% GO, a dla czystej probki kolagenowej oraz probki ze 0,01% stezeniem GO waha
si¢ w okolicy (125-130)°C.
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Dla prébek przy czestotliwosci 10 kHz pierwsze maksimum przy 30°C jest albo w
ogole niewidoczne, lub w jaki przypadku probki z czystym kolagenem oraz
domieszkowanym 0,02% GO jest nieznacznie widoczne. Jak w przypadku powyzszych
analizowanych czestotliwosci przy 10 kHz rowniez mozna zaobserwowa¢ maksimum
przy 80 °C dla probki z samym kolagenem jak i probki z 0,01% GO, natomiast w
przedziale (90-130)°C maksima nie wystepuja. Wartosci wspoOlczynnika strat
dielektrycznych wykazujg zatem istotne roznice zalezne od dobranej czestotliwos$ci

pomiarowej oraz sg zalezne od temperatury.
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Ryc. 19: Zaleinos¢ wspotczynnika strat dielektrycznych od temperatury dla 10 kHz

Wyznaczono skladowa rzeczywista € oraz urojong € zespolonej przenikalnosci
elektrycznej. Sktadowa rzeczywista obliczono na podstawie wzoru 11 [116].
¢'=sin(@)/(2x fC,|Z|) (11)
gdzie f to czgstotliwos$é, |Z| to modut impedancji, a Cy oznacza pojemnos¢ ukladu bez
probki, wyznaczony na podstawie parametréw geometrycznych ukladu oraz

przenikalnosci elektrycznej prozni g [117] :
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A
Cozgoﬂ (12)

gdzie A — jest powierzchnig czynng elektrody, a h to odleglo$¢ pomigdzy elektrodami.
Natomiast kat przesunigcia fazowego ¢ 1 wspdlczynnika strat dielektrycznych laczy
zalezno$¢ na podstawie, ktdrej wyznaczono kat ¢ [116]:
tand=1/tan¢g (12)

Sktadowa urojong przenikalno$ci elektrycznej wyznaczono na podstawie rownania 13
[116].

e'"'=¢'(tand—oc2xfe,e’) (13)
Na ponizszych rycinach przedstawiono zalezno§¢ skladowej rzeczywistej

przenikalnosci elektrycznej od temperatury dla wybranych czestotliwosci.
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Ryc. 20: Zaleznos¢ rzeczywistej sktadowej przenikalnosci elektrycznej od temperatury
dla 100 Hz
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Ryc. 21: Zaleznos¢ sktadowej rzeczywistej przenikalnosci elektrycznej od temperatury
dla 1 kHz
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Ryc. 22: Zaleinos¢ sktadowej rzeczywistej przenikalnosci elektrycznej od temperatury

dla 10 kHz
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Analizujac  zalezno$ci skladowej rzeczywistej przenikalnosci elektrycznej od
temperatury mozna zaobserwowac, ze niezaleznie od czgstotliwosci oraz dodatku GO
w filmach zaleznos$ci te maja podobny charakter. Mozna zaobserwowac¢ niewielkie
zmiany w niskich temperaturach oraz nagly wzrost wartosci powyzej 125°C dla folii
kolagenowej oraz z 0,01% dodatkiem GO, natomiast wzrost ten dla folii z 0,02% i
0,05% GO jest juz widoczny powyzej 110°C.

Na ponizszych rycinach przedstawiono zalezno$¢ skladowej urojonej przenikalnosci

elektrycznej od temperatury dla wybranych czgstotliwosci.
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Ryc. 23: Zaleznos¢ sktadowej urojonej przenikalnosci elektrycznej od temperatury dla
100 Hz
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Ryc. 24: Skladowa urojona przenikalnosci elektrycznej od temperatury dla 1 kHz
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Ryc. 25: Sktadowa urojona przenikalnosci elektrycznej od temperatury dla 10 kHz
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Analizujagc zaleznos$ci sktadowej urojonej przenikalnos$ci elektrycznej od temperatury
mozna zaobserwowac, ze niezaleznie od czgstotliwosci oraz dodatku GO w filmach
zaleznosci te rowniez majg dos¢ zblizony charakter. W zakresie temperaturowym (20-
50)°C mozna zaobserwowa¢ wicksze wartosci € dla probek z wiekszym dodatkiem
GO (0,02% oraz 0,05%) niz wartosci dla czystego filmu kolagenowego lub z
najmniejszym 0,01% dodatkiem GO. Mozna réwniez zaobserwowac nagly wzrost
wartosci powyzej 120°C dla folii kolagenowej bez 1 z dodatkiem 0,01% tlenku grafenu
1 juz powyzej 100°C dla foli z 0,02% 1 0,05% dodatkiem GO. Pomimo zblizonych
charakterow zalezno$ci sktadowej rzeczywistej i1 urojonej dla réznych czgstotliwosci,
wzrost czestotliwosci powoduje spadek wartosci przenikalnos$ci elektryczne;.

Tangens kata strat dielektrycznych 1 czes$ci sktadowe zespolonej przenikalnosci

elektrycznej taczy ponizsza zaleznos¢ [117] .

r

tand =2 ,
£

(14)

2

Biorgc powyzsze pod uwage, pomimo ze rdznice pomiedzy €’ 1 &’ w charakterze
zalezno$ci na pierwszy rzut oka wydaja si¢ niewielkie, dobrze obrazuje je zalezno$¢

wspotczynnika strat dielektrycznych od temperatury.

3. Badania reometryczne

Przeprowadzono pomiary oscylacyjne probek kolagenowych oraz probek kolagenu
domieszkowanych tlenkiem grafenu w zmiennych proporcjach. Stezenie kolagenu w
probkach wynositlo ok. 1%. Wykonano co najmniej jedno powtoérzenie kazdego
pomiaru. Zaobserwowano, ze uzyskane wyniki sg do siebie bardzo zblizone, wrecz sa
powielane, co $wiadczy rowniez o dokladno$ci przyrzadu pomiarowego. Zbadano

zalezno$¢ modutu zachowawczego oraz stratnosci od odksztalcenia §cinajacego.
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Ryc. 26: Zaleznos¢ G'i G" od odksztatcenia Scinajqcego

Na podstawie powyzszego wykresu mozna stwierdzi¢ iz nie ma istotnych réznic w

powyzszych zaleznosciach dla probek z czystym kolagenem jak i domieszkowanym

tlenkiem grafenu w zmiennych proporcjach. Do dalszej analizy wybrano 3 %

odksztatcenie — jest to maksymalne odksztalcenie, dla ktorego zaleznos¢ G’ 1 G’ od

odksztalcenia §cinajgcego jest jeszcze stala.
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Ryc. 27: Zaleznos¢ G'i G" od temperatury przy 3% odksztatceniu

Na podstawie powyzszego wykresu mozna stwierdzi¢ iz nie ma istotnych roznic w
powyzszych zaleznosciach dla probek z czystym kolagenem jak i domieszkowanym
tlenkiem grafenu w zmiennych proporcjach. Nagta zmiana G’ i G w okolicy (34-
36)°C jest spowodowana denaturacjg probki. Korzystajac z metody przedstawionej na
ryc. 5 mozna uzna¢, ze temperatura denaturacji dla wszystkich probek wynosi ok.
35°C. Sporzadzono rowniez zalezno$¢ tan & od temperatury, na podstawie ktorej mozna

réwniez odczyta¢ temperatur¢ denaturacji badanej probki.
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Na podstawie powyzszej zaleznosci rOwniez mozna zauwazy¢, ze GO nie wptywa na

warto$¢ tan o probki, a co za tym idzie na konformacje¢ kolagenu. Za temperature

denaturacji przyjeto miejsce ,,skoku” i wyniosta ona ok. 36°C zaréwno dla czystego

kolagenu jak i probek domieszkowanym GO, gdyz w tej specyficznej zaleznos$ci okazat

si¢ problem z wyznaczeniem konkretnego maksimum.

Dodatkowo przeprowadzono pomiary rotacyjne probek kolagenowych oraz probek

kolagenu domieszkowanych tlenkiem grafenu w zmiennych proporcjach. Sporzadzono

zalezno$¢ lepkosci oraz napre¢zenia $cinajacego od szybkos$ci $cinania.
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Ryc. 29: Zaleznosc lepkosci oraz naprezenia scinajqcego od szybkosci scinania

Po przeanalizowaniu powyzszego wykresu, dalsze pomiary wykonano przy szybko$ci
; - . I . -1 7z O . 7z g
Scinania rownej 5s™ . Jest to maksymalna wartos$¢, przy ktorej zaleznos¢ lepkosci od
szybkosci $cinania oraz zalezno$¢ naprg¢zenia $cinajacego od szybkosci $cinania ma
charakter zalezno$ci liniowe;.

Zbadano rowniez zalezno$¢ lepkosci dynamicznej od temperatury. Wyniki przedstawia

ponizszy wykres.
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Ryc. 30: Zalezno$¢ lepkosci od temperatury dla szybkosci Scinania réwnej 5 s™

Na podstawie powyzszego wykresu mozna stwierdzi¢ iz nie ma istotnych réznic w
powyzszych zaleznosciach dla probek z czystym kolagenem jak i domieszkowanym
tlenkiem grafenu w zmiennych proporcjach. Temperatur¢ denaturacji wyznaczono
analogicznie do zalezno$ci lepko$ci wlasciwej od temperatury. Temperatura denaturacji
zarowno dla czystego kolagenu jak 1 domieszkowanego GO w rdéznych proporcjach

wyniosta ok. 35 °C.

4. Badania teksturometryczne

Grubosci rozcigganych folii wyznaczono za pomocg grubo$ciomierza. Kazda folie
zmierzono co najmniej 10 razy. Srednig z tych pomiaréw zastosowano do obliczen
wytrzymato$ci probek na rozcigganie — TS. Grubos$¢ bton wahata si¢ w przedziale 60-
120 um.

Przyktadowa probe rozciggania probki przedstawiono za pomocg ponizszej zaleznoSci.
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Ryc. 31: Przyktadowa zaleznos¢ sity od wydtuzenia probko btony kolagenowej z 0,05%

GO podczas rozciqgania prébek

Ponizsza tabela zawiera wartosci srednie sity, przy ktorej nastgpito rozerwanie filmow

z czystego kolagenu oraz domieszkowanego tlenkiem grafenu.

Tabela 2: Srednie wartosci sily, przy ktérych nastgpito zerwanie prébek

kolagen + 0,01% | kolagen + 0,02% | kolagen + 0,05%
kolagen [N]
GO [N] GO [N] GO [N]
srednia 19,5 27,4 10,3 8,1
mediana 18,6 26,2 9,8 7,8
dchyleni
edenyienie 7,1 8,7 32 32
standardowe

Na podstawie powyzsze] tabeli zaobserwowano, ze najwigksza sila, przy ktorej

nastgpito rozerwanie probki charakteryzuja si¢ folie kolagenowe z 0,01% dodatkiem
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GO. Natomiast najbardziej podatne na rozerwanie okazaly si¢ blony z najwigkszym

procentowym udziatem GO.

Przeprowadzono test Shapiro -Wilka dla powyzszych probek, sprawdzajacy czy probki
mozna uzna¢ za pochodzace z rozkladu normalnego. Za poziom istotnosci dla
wszystkich ponizszych analiz przyjeto wartos¢ 0,05. Wartosci prawdopodobienstwa p
zaznaczone w tabelach zawierajacych wartosci prawdopodobienstw testu Shapiro-
Wilka na czerwono, S$wiadcza o odrzuceniu hipotezy zerowej, mowiacej ze

analizowany rozktad pochodzi z rozktadu normalnego.

Tabela 3: Wartosci prawdopodobienstw testu Shapiro-Wilka

kolagen + 0,01% | kolagen + 0,02% | kolagen + 0,05%
kolagen
GO GO GO
p 0,01 0,18 0,03 0,09

Na podstawie powyzszych testow, uznano, ze rozktad sit zrywajacych dla kilku
rodzajow bton odbiega od rozkladu normalnego do dalszej analizy zastosowano test
ANOVA rang Kruskala Wallisa dla ktérego otrzymano p<0,01. Swiadczyé to moze o
réznicy w sile, przy ktoérej nastgpito zerwanie poszczegélnych filmoéw. W zwiazku z
powyzszym zastosowano poroéwnania wielokrotne testu Kruskala-Wallisa otrzymujac

nastepujace wyniki przedstawione w tabeli ponize;j.

Tabela 4: Wartosci prawdopodobieristwa poréwnania wielokrotnego testu Kruskala-
Wallisa

Kolagen kolagen + 0,01% | kolagen + 0,02% | kolagen + 0,05%
kolagen - 0,11 <001 <0.01
kol +0,01%
0 ager(l}o 0 0,11 - <0,01 <001
kol +0,02%
0 ager(l}o 0 <0,01 <0,01 ~ 0.76
kol +0,05%
’ agercl}o 0 <0,01 <0,01 0,76 _
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Na podstawie powyzszej tabeli mozna wnioskowac, Ze istnieje istotna réznica w sile
zrywania filmow pomiedzy btonami z dodatkiem 0,02% 1 0,05% GO, a blong z samego
kolagenu oraz btong zawierajacg 0,01% dodatek GO.

Ponizsza tabela 5 zawiera wartosci $rednie wytrzymalo$¢ materialdow na rozerwanie dla
folii z czystego kolagenu oraz domieszkowanego tlenkiem grafenu. Dla kazdego
rodzaju filmu wykonano co najmniej 30 prob rozrywania bion.

Tabela 5: Wartosci wytrzymatosci probki na rozerwanie (TS) filméw kolagenowych
czystych oraz domieszkowanych GO

kolagen [MPal kolagen + 0,01% | kolagen + 0,02% | kolagen + 0,05%
& GO [MPa] GO [MPa] GO [MPal
srednia 20,2 23,9 15,9 11,9
mediana 19,9 23,7 15,4 11,0
hyleni
odehylenie 6,5 53 53 6,0
standardowe

Przeprowadzono test Shapiro -Wilka dla powyzszych probek sprawdzajacy czy probki

mozna uzna¢ za pochodzace z rozktadu normalnego.

Tabela 6: Wartosci prawdopodobienstw testu Shapiro-Wilka

kolagen + 0,01% | kolagen + 0,02% | kolagen + 0,05%
kolagen
GO GO GO
p 0,52 0,73 0,19 <0,01

Na podstawie powyzszych testow, uznajac, ze rozktad naprezen zrywajacych dla blony
kolagenowej z 0,05% GO odbiega od rozkltadu normalnego do dalszej analizy
zastosowano test ANOVA rang Kruskala Wallisa dla ktérego otrzymano p<0,01.
Swiadczy¢ to moze o rdznicy w naprezeniu zrywajacym poszczegélnych filmow. W
zwiazku z powyzszym zastosowano poroéwnania wielokrotne testu Kruskala-Wallisa

otrzymujac nastepujace wyniki przedstawione w tabeli ponize;.
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Tabela 7: Wartosci prawdopodobieristwa poréwnania wielokrotnego testu Kruskala-

Wallisa
Kolagen kolagen + 0,01% | kolagen + 0,02% | kolagen + 0,05%
kolagen - 021 0,08 <0.01
kol +0,01%
0 ager(l}o 0 0,21 - <0,01 <001
kol +0,02%
0 ager(l}o o 0.08 0,01 _ 007
kol +0,05%
0 ager(l}o (i <0,01 <0,01 0,07 i

Mozna zauwazy¢ istotne rdznice w warto$ci naprezen zrywajacych dla blon z czystego

kolagenu oraz kolagenu domieszkowanego 0,05% GO oraz pomiedzy folig
domieszkowang 0,01% GO, a tymi domieszkowanymi 0,02% i 0,05% GO.

Mniejsza warto$¢ naprezenia zrywajacego dla blon z 0,02% oraz 0,05% GO moze by¢
wynikiem zwigkszenia sztywno$ci badz kruchosci bton kolagenowych pod wptywem

GO.

Wyznaczono rowniez wydhtuzenie probki podczas zerwania dla wszystkich rodzajow

filmow. Ponizsza tabela przedstawia wartosci srednie wzglednego wydhizenia.

Tabela 8: Wartosci srednie wzglednego wydtuzenia filméw kolagenowych

o kolagen + 0,01% | kolagen + 0,02% | kolagen + 0,05%
kolagen [%] GO [%] GO [%] GO [%]
$rednia 12,3 8,3 10,3 18,4
mediana 11,7 8,8 10,5 16,9
dchyleni
odetyienie 5.4 5,7 5,7 12,5
standardowe

Rowniez w tym przypadku przeprowadzono analize zbiezno$ci otrzymanych wynikow

do rozktadu normalnego.
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Tabela 9: Wartosci prawdopodobienstw testu Shapiro-Wilka

kolagen + 0,01% | kolagen + 0,02% | kolagen + 0,05%
kolagen
GO GO GO
p 0,08 0,06 0,02 0,11

Na podstawie powyzszych testow mozna uznaé, ze rozklad wzglednego wydluzenia
bton kolagenowych z 0,02% GO odbiega od rozktadu normalnego, a co za tym idzie do
dalszej analizy zastosowano test ANOVA rang Kruskala Wallisa dla ktérego otrzymano
p<0,01.W zwiazku z tym zastosowano poroOwnania wielokrotne testu Kruskala-Wallisa

otrzymujac nastepujace wyniki przedstawione w tabeli ponize;.

Tabela 10: Wartosci prawdopodobienstwa poréwnania wielokrotnego testu Kruskala-

Wallisa
kolagen + 0,01% | kolagen + 0,02% | kolagen + 0,05%
p kolagen
GO GO GO
kolagen - ~1 ~1 0,02
kolagen + 0,01%
~ - ~ <
GO 1 1 0,01
kolagen + 0,02%
~1 ~1 - <0,01
GO ’
kolagen + 0,05%
2 <0,01 <0,01 -
GO 0,0 0,0 0,0

Na podstawie powyzszej tabeli mozna sadzi¢, ze roznica w wydluzeniu probek

kolagenowych z 0,05% GO istotnie r6zni si¢ od pozostatych bton charakteryzujac sie

najwigkszym wydtuzeniem.

5. Analiza wielkosci czastek

Ponizszy wykres przedstawia rozktad wielkosci czastek probek kolagenu oraz

mieszaniny kolagenu i najwigkszego przyjetego stezenia tlenku grafenu.
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Ryc. 32: Zaleznos¢ rozktadu (R) i rozktadu skumulowanego (SR) wielkosci czqsteczek
od Srednicy czqsteczek

Na podstawie powyzszego wykresu mozna zauwazy¢ brak istotnych réznic pomiedzy
probkami samego kolagenu oraz tego domieszkowanego tlenkiem grafenu. Istnieje
jedynie nieznaczna roznica w ilosci najwiekszych czastek pomigdzy probka czystego
kolagenu a ta domieszkowang GO. Ponizsza tabela przedstawia $rednie rozmiary
czastek z co najmniej 2 pomiarow w 10, 50 oraz 90 percylu zaréwno dla prébek
czystego kolagenu, domieszkowanego GO oraz probek 0,05% roztworu GO. Wyniki

przedstawiono dla modelu objetosciowego.
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Tabela 11: Rozktad wielkosci Srednic czgstek kolagenu czystego i domieszkowanego
tlenkiem grafenu oraz wielkosci samego GO w roztworze wodnym

) Wartos$¢ srednia
Probka Dyo [um] Dso [um] Dyo [um]
[nm]
kolagen 45,1 84,24 168,47 109,25
kolagen +
41,92 717,76 136,83 87,88
0,05% GO
0,05% GO 9,08 313,72 462,34 304,71

Na podstawie analizy powyzszej tabeli mozna stwierdzi¢ nieznaczne rdéznice w
wielkosci czastek roztworu kolagenu oraz roztworu kolagenu z tlenkiem grafenu.

Analizie wielkos$ci czastek poddano rowniez probki denaturowane przez 1 godzing w
40°C (w celu uzyskania zdenaturowanych probek). Uzyskane wyniki przedstawiono na

ponizszym wykresie.
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Ryc. 33: Zaleznos¢ rozktadu wielkosci czqstek od srednicy czqstek dla probek
zdenaturowanych
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Na podstawie powyzszej ryciny mozna stwierdzi¢ kumulacje czastek wigkszych ok.
300 um i mniejszych ok. 40 um.

Ponizsza tabela przedstawia $rednie rozmiary czastek w 10, 50 oraz 90 percylu dla
kolagenu zdenaturowanego bez 1 z dodatkiem 0,05% tlenku grafenu. Wyniki

przedstawiono dla modelu objetosciowego.

Tabela 12: Rozktad wielkosci Srednic czgstek kolagenu zdenaturowanego czystego i
domieszkowanego tlenkiem grafenu

Wartos¢ §rednia
Probka D10 [pum] D50 [um] D90 [pum]
[um]
Kolagen
16,24 4491 352,07 114,8
zdenaturowany
Kolagen
zdenaturowany 15,61 56,93 352,08 143,16
+0,05% GO

Na podstawie powyzszych wynikéw mozna zaobserwowaé wystgpowanie mniejszych
fragmentow czastek oraz duzo wigkszych czastek co jest oznaka denaturacji probek,
Wigksze czastki to najprawdopodobnie tzw. kiebki zdenaturowanych tancuchéw
kolagenowych. Natomiast nie zaobserwowano znaczgcego wplywu GO na wielko$¢

czastek a co za tym idzie na denaturacj¢ kolagenu.
6. Badania mikrostrukturalne
Ponizej przedstawiono zdjecia powierzchni GO uzyskane za pomoca skaningowego

mikroskopu elektronowego. Ryc. 34 przedstawia struktur¢ suchego tlenku grafenu w

powiekszeniu 10 000 krotnym.
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Rycina 35 przedstawia struktur¢ suchego tlenku grafenu w powigkszeniu 25 000

krotnym.
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Rycina 36 przedstawia struktur¢ suchego tlenku grafenu w powigkszeniu 50 000
krotnym.

St et . fe ol =
= {’ : * ¢ v A E @ g
Ryc. 36: Struktura suchego GO w powiekszeniu 50 000 krotnym.

Na podstawie powyzszych zdje¢ mozna stwierdzié, ze budowa tlenku grafenu jest dos¢
jednorodna. Pewne zaburzenia poziomow wysoko$ci w teoretycznie plaskiej strukturze,
ktore sa widoczne zwlaszcza przy powigkszeniu 10 000 krotnym moga wynika¢ raczej
z formy samej probki — postaci suchej, a wigc prawdopodobnie mozemy mie¢ do

czynienia nie tyle z GO a z jego wielowarstwowg postacig — tlenkiem grafitu.
7. Metoda termograwimetryczna
Srednia zawarto$¢ masy suchej pozostalosci po suszeniu wyjsciowego zelu

kolagenowego wyniosta (2,9+0,1) %. Na tej podstawie oszacowano, ze zawarto$¢

wody wynosi okoto (97,1+3,3) %.
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8. Podsumowanie wynikow

l.

Zaobserwowano, ze 0,05% dodatek tlenku grafenu nie ma wplywu na
temperature denaturacji kolagenu, co zostalo potwierdzone zaréwno metoda
wiskozymetryczng jak i reometryczng.

Na podstawie badan parametréw elektrycznych, mozna stwierdzi¢, ze:

a. charakter badanych zalezno$ci jest zblizony niezaleznie od zawartosci
tlenku grafenu w badanym filmie,

b. w zakresie temperatur od temperatury pokojowej do 60°C, a wigc w
obszarze denaturacji kolagenu, wszystkie testowane probki nie wykazywaty
znaczgcych roéznic pomiedzy sobg,

c. dostrzegalna jest rdznica temperatury, przy ktorej w koncowym etapie
parametry ulegaja szybkiemu wzrostowi, co zwigzane jest z degradacja
probki. Dla probek kolagenowych z 0,01% dodatkiem tlenku grafenu oraz
dla folii bez dodatku warto$¢ ta dla wszystkich parametrow przekracza
120°C, natomiast dla folii z 0,02% oraz 0,05% dodatkiem tlenku grafenu
wzrost ten odnotowany jest juz powyzej 100°C,

d. probki z 0,02% oraz 0,05% dodatkiem tlenku grafenu wykazuja wieksza
przewodnos$¢ wlasciwg w poréwnaniu do folii z czystego kolagenu.

Nie wykazano istotnych réznic pomigdzy wielkoscig czastek samego kolagenu,

a kolagenu z 0,05% dodatkiem tlenku grafenu. Istnieje jedynie nieznaczna

roéznica w ilosci najwiekszych czastek pomiedzy probka czystego kolagenu, a tg

domieszkowang tlenkiem grafenu.

Poréwnujac  wytrzymato$¢ folii kolagenowych, ustalono, ze najwigksza

wytrzymato$cig na rozerwanie charakteryzuje si¢ folia kolagenowa z 0,01%

dodatkiem tlenku grafenu, natomiast najwigksze wzglgdne wydtuzenie probki

zaobserwowano dla folii kolagenowych z 0,05% tlenkiem grafenu
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V. DYSKUSJA

Istotnym sposobem oceny wptywu tlenku grafenu na kolagen, jest sprawdzenie jego
wpltywu na strukture kolagenu m.in. poprzez obserwacj¢ wpltywu tlenku grafenu na
proces termicznej denaturacji kolagenu. Z tego powodu w niniejszej pracy probowano
oceni¢ roznymi metodami i w réznych stanach skupienia wplyw tlenku grafenu na
denaturacje¢ kolagenu. Istnieje wiele prac na temat temperatury denaturacji kolagenu, w
tym kolagenu pochodzacego ze skoér rybich. W oparciu o dane literaturowe mozna
spostrzec, ze brakuje doniesien na temat wptywu niektorych potencjalnych dodatkoéw
jak tlenek grafenu na jego strukture lub ogodlny wptyw na czasteczki kolagenu poprzez
badania temperatury denaturacji. Metoda wiskozymetryczna jest prostym, szybkim i
stosunkowo tanim sposobem oceny denaturacji bialek. Dodatkowo wigkszo$¢
publikacji skupia si¢ obecnie na potencjalnym wykorzystaniu kompozytu kolagenu z
tlenkiem grafenu z punktu widzenia toksyczno$ci i wlasciwosci mechanicznych.
Niewiele informacji mozna znalez¢ na temat wpltywu tlenku grafenu na strukture
kolagenu. Temperatura denaturacji kolagenu ze skor tolpygi biatej wyznaczona metoda
wiskozymetryczng zarowno dla czystego roztworu kolagenu jak i dla roztworu
kolagenu z tlenkiem grafenu wyniosta 33,5°C. Brak réznicy w tej temperaturze
wskazuje na to, ze przy niewielkim stezeniu kolagenu (wymaganego do zastosowania
wiskozymetru kapilarnego), tlenek grafenu nie wplynat na jego konformacje.
Temperatura ta rdzni si¢ o stopien w stosunku do badan Safandowskiej i Pietruchy na
temat kolagenu ze skor totpygi bialej, ktore ustality temperature denaturacji rowniez
metoda wiskozymetryczng rowng 34,5°C [118]. Roznica ta moze by¢ spowodowana
stopniem uwodnienia probki, badZ stopniem usieciowania kolagenu, bowiem parametry
te maja wpltyw na temperatur¢ denaturacji kolagenu. Wraz ze wzrostem zawarto$ci
wody temperatura denaturacji obniza si¢ [119]. Zespoét Rodziewicz-Motowidlo z
pomoca pomiaru dichronizmu kolowego ustalit temperature denaturacji omawianego
kolagenu na poziomie 34,5°C oraz za pomocg roznicowej kalorymetrii skaningowej na
poziomie 34,8°C [120]. Wyniki te sg zgodne z praca Safandowskiej 1 Pietruchy [118].

Do obserwacji wptywu tlenku grafenu na kolagen wykorzystano réwniez pomiary
parametrow elektrycznych takich jak modul zawady, opor elektryczny czy tangens kata

strat dielektrycznych w funkcji temperatury. Na podstawie pomiaru przewodnos$ci
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elektrycznej wlasciwej folii kolagenowych wytworzonych z mieszanin ok. 1%
roztworu kolagenu z 0,01, 0,02 lub 0,05% tlenkiem grafenu. mozna zauwazy¢, ze
dodatek tlenku grafenu do folii kolagenowych zwigkszat przewodno$¢ wiasciwg
materiatu w stosunku do czystych folii kolagenowych (ryc. 14-16). MacDonald i wsp.
przedstawili badania na temat kompozytu zloZzonego z Zelu kolagenowego oraz
nanorurek weglowych. Wykazali, ze ich obecno$¢ w zelu kolagenowym zwigksza
przewodnos¢ elektryczng wiasciwag materiatow kolagenowych [121]. Charakter zmian
przewodnosci wlasciwej w funkcji temperatury jest zblizonych we wszystkich
analizowanych czestotliwos$ciach (100Hz, 1kHz, 10kHz).

Zmiany w wartosciach przewodno$ci w obszarze (30-60)°C zwigzane s3
prawdopodobnie z denaturacjg kolagenu. Proces denaturacji folii kolagenowe;j
charakteryzuja wyzsze temperatury niz denaturacji roztworéw kolagenowych, gdyz jest
to zwigzane jak juz wcze$niej wspomniano, z zawarto$cig wody w probece. Uzyskanie
wiec wyzszych temperatury podczas badania denaturacji jest wiec zgodne z
doniesieniami literaturowymi. Stancl 1 wsp. przeprowadzili badania przewodnosci
wlasciwej roztworu kolagenowego pochodzacego ze skér wotowych. Dla tego typu
kolagenu uznano za optymalng czestotliwo$¢ o wartosci 2,5 kHz 1 napigciu ok. 10 V.
Zaobserwowali oni zmiang trendu badanej zaleznosci w przedziale temperaturowym
(32-43)°C 1 uznali, ze jest do spowodowane denaturacjg probki [122]. Przedzial ten
zawiera si¢ w wyznaczonym przedziale w niniejszej pracy, pomimo iz kolagen wotowy
charakteryzuje si¢ wyzsza temperaturg denaturacji, bo ok. 40°C [23]. Ponownie
spowodowane jest to zapewne stanem skupienia badanej probki, gdyz kolagen wotowy
badany byt w postaci roztworu, a w niniejszej pracy badano kolagen w postaci state;j.
Gauza 1 wsp. w jednej ze swoich prac na temat kolagenu rybiego przedstawili badania
przewodnosci elektrycznej wilasciwej folii kolagenowej w funkcji temperatury,
uzyskujac warto$ci przewodno$ci wlasciwej w zakresie (10°-107) S/m w przedziale
temperaturowym (17-237)°C [20]. Dla poréwnania w niniejszej pracy uzyskano
zblizone warto$ci roznigce si¢ nieznacznie w zalezno$ci od czgstotliwosci pomiarow.
Dla 100 Hz uzyskano zakres rzedu (107-10°) S/m, dla 1 kHz oraz 10 kHz otrzymano
przedzial (107-10°) S/m w zakresie temperaturowym (20-60) °C dla wszystkich
rodzajow badanych probek. W innej pracy Gauzy 1 wsp. réwniez na temat

przewodnosci kolagenu rybiego w przedziale temperaturowym (17-107)°C w postaci
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filmoéw kolagenowych zobrazowano istotno$¢ zawartosci wody w prébee. Biorac pod
uwage wilasciwosci higroskopijne kolagenu zaobserwowano wpltyw wilgotnosci
powietrza na warto$¢ przewodnosci elektrycznej wiasciwej kolagenu. Ustalili, ze im
wyzsza wilgotnos¢ wzgledna powietrza tym wyzsze warto$ci przewodno$ci filmu
kolagenowego [123]. Na tej podstawie, mozna uzna¢, ze niewielkie réznice w probkach
moga by¢ spowodowane innym poziomem wilgotno$ci powietrza podczas
przeprowadzanych pomiaréw, pomimo iz pomiary przeprowadzono w standardowym
zakresie wilgotno$ci wzglednej ( pomigdzy 40% , a 60 %). Marianiova i wsp. rOwniez
badali przewodnos¢ elektryczna wiasciwag kolagenu pochodzacego z bydlecego Sciggna
Achillesa w postaci filmow kolagenowych, jednak otrzymali duze mniejsze wartosci
przewodnosci rzedy (10"°-10") S/m, co zwigzane jest z innym pochodzeniem
kolagenu oraz z nizszymi temperaturami pomiarowymi, gdyz przedzial pomiarowy
temperatury wynosit od -50°C do 40°C [124]. Uzyskany w przedtozonej pracy
charakter zmian przewodnos$ci elektrycznej wlasciwej w funkcji temperatury jest
zgodny z charakterem zmian innego biatka-keratyny przedstawionego w pracy
Kubisza. W publikacji tej widoczny jest najpierw lekki wzrost przewodnosci, a
nastgpnie spadek z maksimum lokalnym ok. 27°C. Minimalna warto$¢ przewodnosci
przypada na temperaturg ok. 77°C, a nastgpnie wzrasta. Zmiany w zakresie (97-127)°C
uznano za spowodowane uwalnianiem wody zwigzanej [125]. Charakter ten pomimo iz
uzyskany dla innego biatka jest zbiezny z tym uzyskanym w niniejszej pracy. Nagly
wzrost przewodnosci elektrycznej wilasciwej powyzej 100°C jest prawdopodobnie
zwigzany rowniez z degradacja struktury kolagenu. Dla filmow kolagenowych z
dodatkiem 0,02% oraz 0,05% tlenku grafenu nast¢puje juz ona powyzej 110°C,
natomiast dla blon z czystego kolagenu oraz z 0,01% dodatkiem tlenku grafenu
powyzej 130°C i jest to prawdopodobnie zwigzane z niszczenie Il rzgdowej struktury
kolagenu. Wyniki te sa zgodne z uzyskanymi przez zesp6t Potomskiej, ktory prowadzit
badania spektroskopii Ramana w podczerwieni kolagenu pochodzacego ze skor totpygi
biatej 1 ustalit Zze, nieodwracalne zniszczenie II rzedowej struktury kolagenu nastgpuje
powyzej 130°C [126].

Niniejsza praca zawiera réwniez opracowanie zaleznoSci tangensa kata strat
dielektrycznych od temperatury dla wybranych czestotliwosci tj. 100 Hz, 1 kHz oraz 10
kHz (ryc. 17-19). Na podstawie zalezno$ci uzyskanej przy czestotliwosci 100 Hz
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mozna zaobserwowa¢ maksimum znajduje si¢ w obrebie (30-35)°C zaréwno dla filmu
z czystego kolagenu jak i domieszkowanego tlenkiem grafenu oraz drugie niewielkie
maksimum w okolicy 80 °C dla prébki z samym kolagenem jak i probki z 0,01%
tlenkiem grafenu. Kolejne maksimum widoczne jest przy ok. 95 °C dla prébek
kolagenowych z 0,02% oraz 0,05% dodatkiem tlenku grafenu. Natomiast maksimum to
dla czystej probki kolagenowej oraz probki ze 0,01% stezeniem GO waha si¢ w okolicy
(115-120)°C. Na podstawie pomiarOw tangensa strat dielektrycznych przy
czestotliwosci 1kHz mozna rowniez dostrzec maksimum w okolicy (30-35)°C dla
wigkszosci probek. Podobnie jak dla 100 Hz drugie niewielkie maksimum jest
obserwowane w okolicy 80 °C dla filmow kolagenowych bez dodatku jak i z 0,01%
dodatkiem tlenku grafenu. Natomiast mozna zauwazy¢ przesuni¢cie ostatnich
maksimow w stron¢ wyzszych temperatur tj. w zakresie (105-100) °C mozna
zaobserwowa¢ maksimum dla bton kolagenowych z 0,02% oraz 0,05% tlenkiem
grafenu, a dla folii kolagenowej oraz probki z 0,01% stezeniem tlenku grafenu
maksimum to waha si¢ w okolicy (125-130)°C. Dla probek przy czestotliwosci 10 kHz
pierwsze maksimum przy 30°C jest widoczne jedynie w przypadku filmu z czystym
kolagenem oraz domieszkowanym 0,02% GO, jednak maksima te sg nieznaczne. Jak w
przypadku zalezno$ci wspotczynnika strat dielektrycznych od temperatury dla 100 Hz
oraz 1 kHz prz czestotliwosci 10 kHz réwniez mozna zaobserwowaé maksimum przy
80 °C dla probki z samego kolagenu jak i probki z 0,01% dodatkiem tlenku grafenu,
natomiast w przedziale (90-130)°C maksima nie wystepuja. Wartosci wspotczynnika
strat dielektrycznych zatem sg zalezne od dobranej cze¢stotliwosci pomiarowej oraz od
temperatury. Przesuni¢cie maksimum z (125-130)°C na (105-100) °C dla 1 kHz oraz z
(115-120)°C na ok. 95 °C w stron¢ nizszych temperatur dla probek z wigckszym
dodatkiem tlenku grafenu (0,02% oraz 0,05%) moze by¢ wynikiem szybciej
nastgpujacych zmian (prawdopodobnej degradacji) w filmach kolagenowych przez
zbyt duzy dodatek tlenku grafenu. Podobne badania jednak dla nizszego zakresu
temperatur (od -50°C do 40°C) przedstawil zespot Marianiova. Jak juz wczesniej
wspomniano zespot ten pracowat na kolagenie bydlgcym wyekstrahowanym ze §ciggna
Achillesa w postaci blon kolagenowych. W badaniach tych wystepuje jedno silne
maksimum w obrebie -22°C 1 drugie mniejsze maksimum w okolicy 5°C, jednak nie

pokrywaja si¢ one z zakresem w przedtozonej pracy, co uniemozliwia doktadne
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poréwnanie tych badan. Natomiast mozna chociaz poréwna¢ zakres wartosci
wspotczynnika strat dielektrycznych. W pracy Marianiova waha si¢ on w zakresie 6-10
* do 3-10° dla czestotliwosci 1,6 kHz [124]. Natomiast w niniejszej pracy dla 1 kHz
uzyskano przedziat wartosci 0,5-2, a dla 10 kHz otrzymano 0,2 a 1,6. Co daje znacznie
wigksze wartosci tangensa kata strat dielektrycznych niz w pracy zespolu Marianiova.
Moze by¢ to spowodowane rdéznica w pochodzeniu kolagenu jak 1 zakresu
zastosowanych w pomiarach temperatur. Liu 1 wsp. przedstawiajg badania zaleznosci
tangensa kata strat dielektrycznych witokien kolagenowych ze skor wotowych, ale
jedynie od czgstotliwo$ci, nie uwzgledniajac czynnika jakim jest temperatura. W
zakresie do 2 GHz dla nizszych czg¢stotliwosci otrzymali nieco wyzsze wartosci niz dla
czestotliwosci wyzszych [127]. Jest to zgodne z uzyskanymi wynikami w przedtozone;j
pracy. Natomiast Polomska i wsp. za pomocg spektroskopii Ramana w podczerwieni
wykazali, ze struktura drugorzedowa kolagenu rybiego jest stabilna do ok. 85°C [126].
Temperatura ta jest zblizona do maksimum wystepujacego w zaleznosci wspodtczynnika
strat dielektrycznych od temperatury dla niektorych wyze; wspomnianych,
przebadanych prébek wahajaca si¢ w okolicy 80°C. Temperatura ta jest tez zblizona do
temperatury skurczu kolagenu, ktora wg Krasnowskiej wystepuje w zakresie 60-75°C i
jest zalezna od szybkos$ci zmiany temperatury w badanym materiale, od rodzaju tkanki
oraz od pH [21]. Na chwile obecng w bazach literaturowych znajduja si¢ szczatkowe
informacje na temat zalezno$ci wspotczynnika strat dielektrycznych od temperatury dla
kolagenu lub innych biatek. Wigkszo$¢ autorow skupia si¢ na pomiarach samego
przewodnictwa wtasciwego badanych materiatow.

Kolejnymi przeanalizowanymi parametrami folii kolagenowych byty skladowa
rzeczywista oraz urojona zespolonej przenikalno$ci elektrycznej. Zaobserwowano ze
charakter zalezno$ci skladowej rzeczywistej przenikalnosci elektrycznej od
temperatury jest zblizony dla wszystkich przebadanych probek, niezaleznie od
czestotliwosci oraz dodatku tlenku grafenu w filmach (ryc. 20-22). Zauwazono
niewielkie zmiany w zakresie (20-60)°C, prawdopodobnie zwigzane z denaturacja
termiczng probek wystepujace dla wszystkich rodzajow folii. Mozna réwniez spostrzec
nagly wzrost wartosci powyzej 125°C dla folii kolagenowej oraz z 0,01% dodatkiem
tlenku grafenu, natomiast wzrost ten dla folii z 0,02% 1 0,05% tlenku grafenu jest juz

widoczny powyzej 110°C. Moze to $wiadczy¢ o niekorzystnym wptywie zbyt duzego
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stezenia tlenku grafenu na degradacj¢ kolagenu, a co za tym idzie na pogorszenie
wlasciwos$ci termicznych folii kolagenowych, ktora przy zbyt duzym st¢zeniem tlenku
grafenu ulega degradacji w nizszej temperaturze, jednak nadal jest to akceptowalna
temperatura, wystarczajaca w potencjalnych medycznych zastosowaniach.

Analizujagc zaleznos$ci sktadowej urojonej przenikalnos$ci elektrycznej od temperatury
(ryc. 23-25) mozna zauwazy¢, ze niezaleznie od czestotliwos$ci oraz zawartosci tlenku
grafenu w filmach zalezno$ci te rowniez maja dos¢ zblizony charakter, jedna w
obszarze temperaturowym (20-50)°C mozna zaobserwowaé wigksze wartosci € dla
probek z 0,02% oraz 0,05% dodatkiem tlenku grafenu, niz wartosci dla czystej btony
kolagenowe;j i btony z 0,01% dodatkiem tlenku grafenu. Mozna réwniez zaobserwowacé
nagly wzrost badanej wartos$ci powyzej 120°C dla folii kolagenowej bez 1 z dodatkiem
0,01% tlenku grafenu i juz powyzej 100°C dla foli z 0,02% 1 0,05% dodatkiem GO, co
prawdopodobnie ma réwniez zwigzek jak w przypadku skladowej rzeczywistej
przenikalnosci elektrycznej z degradacja probek.

Marzec 1 Pietrucha w swojej pracy zawarly badania zaréwno skladowej rzeczywistej
jak 1 urojonej dla kolagenu pozyskanego ze skor tolpygi biatej. Badania te jednak
r6znig si¢ znacznie od badan przedstawionych w przedtozonej pracy. W pracy Marzec i
Pietruchy w pomiarach dla 5 kHz widoczne jest maksimum zaréwno skladowej
rzeczywistej jak i urojonej w okolicy 70°C, maksimum to w przedtozonej pracy jest
niewidoczne. Odnotowano réwniez spadek obu sktadowych powyzej140°C, gdzie w
przedlozonej pracy odnotowano wzrost tych wartosci. Autorki odnotowaly réwniez, ze
charakter zmian jest zblizony w zakresie czestotliwosci od 100 do 100 kHz, co jest
zgodnym czynnikiem z przedlozong pracg. Poréwnano warto$ci sktadowej rzeczywistej
przenikalnosci elektrycznej dla 25°C, gdzie zespot Marzec i Pietrucha wykazaly
warto$¢ rowna 2,6 dla 5 kHz, natomiast w niniejszej pracy uzyskano dla 1 kHz warto$¢
rowng 13, a dla 10 kHz koto 8 [128]. Tak istotne r6znice pomigdzy wynikami moga
by¢ spowodowane innym stopniem wilgotno$ci badz usieciowania probki. Otrzymany
w przedlozonej pracy charakter zalezno$ci sktadowej urojonej przenikalnosci
elektrycznej jest mocno zblizony do otrzymanego przez zespdt Marzec i Warchot dla
suchego wotowego $ciggna Achillesa [129]. Jak powszechnie wiadomo w $ciggnie tym
wystepuje kolagen, a wiec istnieje szansa, ze zbiezno$¢ charakteréw tych zaleznos$ci nie

jest przypadkowa. Pomimo zblizonych charakteréw zalezno$ci sktadowej rzeczywistej
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1 urojonej dla réznych czgstotliwosci, wzrost czgstotliwosci powoduje spadek wartosci
przenikalnosci elektrycznej, co jest zgodne z badaniami zespotu Liu dla czestotliwosci
do 2GHz zaréwno jesli chodzi o skladowg rzeczywista jak 1 urojong przenikalnos$ci
elektrycznej. Jak juz wcze$niej wspomniano badania te przeprowadzone zostaly dla
kolagenu pochodzenia wotowego [127]. Taka samg zalezno$¢ potwierdzaja badania
Marzec i Pietruchy dla probek kolagenowych z tolpygi biatej [128].

Kolejnym typem badan wptywu tlenku grafenu na kolagen byly pomiary reometryczne.
Przeprowadzono zaréwno pomiary rotacyjne jak i oscylacyjne probek o ok.1% Na
poczatku skupiono si¢ na pomiarach oscylacyjnych i zbadano zalezno$¢ modutu
zachowawczego oraz stratno$ci od odksztatcenia §cinajacego (ryc. 26). Na podstawie
tych pomiarow mozna stwierdzi¢ 1z nie ma istotnych roéznic w powyzszych
zalezno$ciach dla probek z czystym kolagenem jak i domieszkowanym tlenkiem
grafenu. Mozna zaobserwowa¢ jedynie niewielka tendencj¢, ze wraz ze wzrostem
zawartos$ci tlenku grafenu w probce warto§¢ modutéw nieznacznie maleje. Do dalszej
analizy wybrano 3 % odksztalcenie — jest to maksymalne odksztatcenie, dla ktérego
zalezno$¢ G’ 1 G*’ od odksztalcenia $cinajacego jest jeszcze stata, a wigc niezalezna od
odksztatcenia. Na podstawie zaleznosci G’ 1 G” od temperatury przy 3% odksztatceniu
(ryc. 27) mozna stwierdzi¢ iz nie ma istotnych réznic w powyzszych zaleznos$ciach dla
probek z czystym kolagenem jak i1 domieszkowanym tlenkiem grafenu w réznych
proporcjach. Nagly spadek wartosci G* 1 G” w okolicy (34-36)°C jest spowodowana
denaturacja probki. Korzystajac z metody przedstawionej na ryc. 5 mozna uznaé, ze
temperatura denaturacji dla wszystkich probek wynosi ok. 35°C. Wynik ten jest zgodny
z wczesniej] wspomnianymi doniesieniami literaturowymi [118,120]. Sporzadzono
rowniez zalezno$¢ G”/G’ od temperatury (ryc.28), na podstawie ktorej mozna réwniez
odczyta¢ temperature denaturacji badanej probki. Na podstawie tej zalezno$ci rowniez
mozna zauwazy¢, ze tlenek grafenu nie wptywa na warto$¢ stosunku G”’/G’ probki, a
co za tym idzie nie wptywa na konformacj¢ kolagenu. Za temperatur¢ denaturacji
przyjeto miejsce skokowego wzrostu tego parametru i wyniosta ona ok. 36°C zaréwno
dla czystego kolagenu jak i probek domieszkowanym tlenkiem grafenu, gdyz w tej
specyficznej zalezno$ci okazal si¢ problem z wyznaczeniem konkretnego maksimum.
Zesp6t Safandowska 1 Pietrucha zbadaty zalezno$¢ modutu zachowawczego kolagenu

rybiego w funkcji temperatury uzyskujac znacznie wigksze warto$ci parametru.
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Powodem moze by¢ zastosowanie innego uktadu pomiarowego — wspodtosiowych
cylindrow (nie jak w przypadku przedlozonej pracy ukladu plytka-ptytka) lub
zastosowanie innego stezenia badanego kolagenu [118].

Dodatkowo przeprowadzono pomiary rotacyjne wszystkich rodzajow probek.
Rozpoczgto od sporzadzenia zalezno$¢ lepko$ci oraz naprgzenia $cinajacego od
szybko$ci $cinania (ryc. 29). Po jego przeanalizowaniu stwierdzono, ze do dalszych
pomiardéw zastosowano szybkosci $cinania rowng 5s™' . Jest to maksymalna warto$¢,
przy ktorej zalezno$¢ lepkosci od szybkosci $cinania oraz zalezno$¢ naprezenia
$cinajacego od szybko$ci $cinania ma charakter liniowy. Nastgpnie przeanalizowano
zalezno$¢ lepkosci dynamicznej od temperatury (ryc. 30). Na podstawie tej zalezno$ci
stwierdzono, iz nie ma istotnych roéznic w zaleznoSciach dla probek z czystym
kolagenem jak i1 domieszkowanym 0,01%, 0,02% oraz 0,05% tlenkiem grafenu.
Temperatur¢ denaturacji wyznaczono analogicznie do zaleznosci lepkosci wiasciwej od
temperatury. Zaréwno dla czystego kolagenu jak i domieszkowanego 0,01%, 0,02% i
0,05% tlenkiem grafenu wyniosta ok. 35 °C, co daje wynik zgodny z wcze$niejszymi
doniesieniami [118,120]. Badania reometryczne potwierdzaja brak wplywu tlenku
grafenu na jego temperatur¢ denaturacji, co oznacza, ze nie dziala on destrukcyjnie na
natywng strukture kolagenu. Jest to istotne poz wzgledem aktywnosci biologicznej
kolagenu. Skoro tlenek grafenu nie niszczy natywnej konformacji kolagenu mozna
domniemywaé, ze nie zmniejsza jej aktywnosci biologicznej co ma niebagatelne
znaczenie pod katem potencjalnych zastosowan medycznych.

Przeprowadzono rowniez pomiary teksturometryczne w celu oceny wplywu tlenku
grafenu na wlasciwosci mechaniczne folii kolagenowych. Przeanalizowano sit¢ jaka
nalezy zadziata¢, aby rozerwac probke, wydluzenie wzgledne probki w momencie
zerwania oraz wytrzymalo$¢ probek na zerwanie czyli stosunek sity rozrywajacej
probke do jej powierzchni przekroju poprzecznego. Na podstawie uzyskanych sit,
podczas zrywania probki oraz przeprowadzonej analizy statystycznej stwierdzono, ze
istnieje istotna roznica w sile zrywania filméw pomiedzy btonami z dodatkiem 0,02% i
0,05% tlenku grafenu, a blong z samego kolagenu oraz btong zawierajaca 0,01%
dodatek tlenku grafenu. Mozna réwniez zauwazy¢ istotne réznice w wartosci napr¢zen
zrywajacych dla blon z czystego kolagenu oraz kolagenu domieszkowanego 0,05%

tlenku grafenu oraz pomiedzy folia domieszkowang 0,01% tlenku grafenu, a tymi
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domieszkowanymi 0,02% i 0,05% tlenku grafenu. Najwigksza wytrzymato§¢ wykazaty
folie kolagenowe z domieszka 0,01% tlenku grafenu uzyskujac wartos¢ rownag 23,9
MPa. Mniejsza warto$¢ naprezenia zrywajacego dla bton z 0,02% oraz 0,05% tlenku
grafenu moze by¢ wynikiem zwigkszenia sztywnosci, elastycznosci badz kruchosci
bton kolagenowych pod wptywem tlenku grafenu. Przeprowadzono réwniez pomiar
wydhuzenia wzglednego probek w momencie zrywania do wyjsciowej dlugosci probek.
Na podstawie uzyskanych wynikow mozna sadzi¢, ze réznica w wydtuzeniu probek
kolagenowych z 0,05% tlenkiem grafenu istotnie rézni si¢ od pozostalych bton
charakteryzujac si¢ przy tym najwigkszym wydluzeniem. Badania teksturometryczne
takiego kompozytu ztozonego z kolagenu pochodzacego z wotowego $ciggna Achillesa
1 tlenku grafenu przedstawit zespot Yue. Uzyskali wysokie wartosci wytrzymatosci
filmoéw na rozcigganie mieszczace si¢ w przedziale 77-124 MPa w zalezno$ci od
rodzaju probki. Wydtuzenie wzgledne natomiast miescito si¢ w przedziale (3,1-6,8) %
[71].

Za pomocy analizatora wielko$ci czastek przeprowadzono badanie wielkosci czgstek
kolagenu w ok. 1 % roztworze oraz w mieszaninie ok. 1 % kolagenu z 0,05% tlenkiem
grafenu. Na podstawie ryc. 32 mozna zauwazy¢ brak istotnych réznic pomig¢dzy
probkami samego kolagenu oraz tego domieszkowanego tlenkiem grafenu. Istnieje
jedynie nieznaczna roznica w ilo$ci najwigkszych czastek pomiedzy probka czystego
kolagenu, a ta domieszkowang tlenkiem grafenu. Moze to oznacza¢ nieznaczny
destrukcyjny wpltyw tlenku grafenu na najwigksze czastki kolagenu. Dla roztworu
kolagenu otrzymano s$rednig wielkosci czastek réwng 109 um, a dla roztworu kolagenu
z dodatkiem 0,05% tlenku grafenu 88 pm. Analizie wielkosci czastek poddano réwniez
probki zdenaturowane przez 1 godzing w 40°C. Na podstawie przeprowadzonej analizy
mozna stwierdzi¢ kumulacje czastek wigkszych ok. 300 um i mniejszych ok. 40 um, co
jest oznaka denaturacji probek. Wigksze czastki to najprawdopodobnie tzw. klebki
zdenaturowanych fancuchow kolagenowych. Natomiast nie zaobserwowano
znaczacego wplywu GO na wielko$¢ czastek w badanych probkach, a co za tym idzie
na denaturacj¢ kolagenu. Czasteczki kolagenu ludzkiego wahaja si¢ w granicach 10-
300nm, co moze sugerowac, ze w analizowanej probce znajduja si¢ bardziej ztozone

struktury obrazowane jako czasteczki w skali mikro [130].
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Dodatkowo w celu oceny morfologii wykorzystywanego tlenku grafenu wykonano
zdjecie suchego tlenku grafenu za pomoca skaningowego mikroskopu elektronowego.
Zastosowano powickszenie 10 000, 25 000 oraz 50 000 krotne. Na podstawie
uzyskanych zdje¢, mozna stwierdzi¢, ze budowa tlenku grafenu jest do$¢ jednorodna.
Niewielkie odchylenia w grubosci w teoretycznie plaskiej strukturze, moga wynika¢ z
formy sypkiej samej probki, a wigc mozemy mie¢ do czynienia z wielowarstwowa
postacig tlenku grafenu— tlenkiem grafitu. W pracy zespolu Wang’a przedstawili obraz
tlenku grafenu w 100 000 powigkszeniu, a jego struktura zostala okreslona jako
wielowarstwowa ze pomarszczonymi fragmentami [131].

Za pomoca metody termograwimetrycznej ustalono $rednig zawarto$¢ suchej masy,
pozostatosci po suszeniu wyjsciowego zelu kolagenowego 1 wyniosta ona (2,9+0,3) %.
Na tej podstawie oszacowano zawarto$¢ wody, ktéra wyniosta (97+10) %. Dane te
mieszcza si¢ w zakresie podanym przez producenta, ktory wynosi dla kolagenu (3,2 -
5,5) %, natomiast dla wody (91,1-96,1) %.

W dostepnej literaturze brak jest doniesien dotyczacych badan wiskozymetrycznych,
reometrycznych czy badania parametrow elektrycznych kompozytow ztozonych z
kolagenu 1 tlenku grafenu. Dowodzi to innowacyjno$ci przedstawionych badan. Biorac
powyzsza analize¢ pod uwage, mozna uznac, ze tlenek grafenu nie wptywa negatywnie
na strukture kolagenu pochodzacego ze skor tolpygi biatej, co zostalo niedawno
potwierdzone za pomocg spektroskopii w podczerwieni. Wong 1 wsp. wywnioskowali,
ze dodatek tlenku grafenu nie wptywa negatywnie na drugorzedowg strukture kolagenu

[71].
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VI. WNIOSKI

1. Na  podstawie  przeprowadzonych  pomiarow  wiskozymetrycznych,
reometrycznych, spektroskopii dielektrycznej oraz analizy wielkosci czastek,
stwierdzono, ze dodatek 0,05% tlenku grafenu nie wptywa na konformacje
kolagenu ze skor totpygi biatej czy to w postaci roztworu czy w stanie stalym.

2. Na podstawie badan parametréw elektrycznych, mozna stwierdzi¢, ze w
obszarze denaturacji kolagenu, analizowane probki nie wykazywaty znacznych
roéznic, natomiast mozna dostrzec rdéznice w temperaturach zwigzanych z
degradacja probki.

3. Poréwnujagc wytrzymato§¢ folii kolagenowych, ustalono, ze najwigksza
wytrzymalo$cig na rozerwanie charakteryzuje si¢ folia kolagenowa z 0,01%
dodatkiem tlenku grafenu, natomiast najwigksze wzglgdne wydtuzenie probki

zaobserwowano dla folii kolagenowych z 0,05% tlenkiem grafenu.
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VII. STRESZCZENIE

Celem niniejszej rozprawy byla ocena wpltywu tlenku grafenu na konformacje
makroczasteczki kolagenu rybiego w postaci roztworu oraz w postaci stalej za pomoca:
- badan reologicznych,

- wiskozymetrycznych,

- analizy wielkosci czgstek,

- spektroskopii dielektryczne;.

Dodatkowym celem byla analiza wytrzymatosciowa bton kolagenowych za pomoca
teksturometru, ktora umozliwita ocen¢ wytrzymatos§ci materiatu w postaci state;j.

W pracy oméwiono podstawowe wlasciwosci, zastosowanie oraz otrzymywanie
zarowno kolagenu, ze szczegdlnym uwzglednieniem kolagenu rybiego, jak i tlenku
grafenu. Przedstawiono obecny stan wiedzy na temat oddziatywan pomigdzy tlenkiem
grafenu, a kolagenem oraz potencjalne =zastosowania takiego kompozytu.
Zamieszczono réwniez podstawowe informacje o zastosowanych technikach
badawczych. Przedstawiono wyniki badan oraz przeprowadzono analize statystyczna,
tam gdzie byla taka mozliwo$¢. W niniejszej pracy przeanalizowano wplyw
temperatury na takie parametry jak: lepkos¢ wiasciwa, modut zachowawczy, modut
stratnosci, lepko$¢ dynamiczna, przewodnos¢ elektryczna wtasciwa, tangens kata strat
dielektrycznych oraz przenikalno$¢ elektryczna. Dokonano rowniez analizy wielkosci
czastek oraz wytrzymalosci folii kolagenowych na zerwanie. Dodatkowo
przeprowadzono analiz¢ mikrostrukturalng powierzchni tlenku grafenu. Nastepnie
uzyskane wyniki poddano dyskusji. Na podstawie zrealizowanych pomiard6w mozna
stwierdzi¢, ze tlenek grafenu w analizowanych proporcjach nie wplywa na konformacje

kolagenu ze skor totpygi biatej.
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VIII. ABSTRACT

The aim of this dissertation was to evaluate the effect of graphene oxide on the
conformation of the fish collagen macromolecule in the form of a solution and in a
solid form using:

- rheological tests,

- viscometric,

- particle size analysis,

- dielectric spectroscopy.

An additional goal was the strength analysis of collagen membranes, using a
texturometer, which allowed the strength of the solid material to be assessed.

The paper discusses the basic properties, application and production of both, collagen,
with particular emphasis on fish collagen and graphene oxide. The present state of
knowledge on the interactions between graphene oxide and collagen as well as
potential applications of such a composite was presented. Basic information on the
research techniques used is also included. The results of the research were presented
and the statistical analysis was carried out, where it was possible. In this study, the
influence of temperature on parameters such as: specific viscosity, storage modulus,
loss modulus, dynamic viscosity, specific conductivity, tangent of the dielectric loss
angle and electric permittivity was analyzed. The analysis of particle size and tensile
strength of collagen foils was also performed. Additionally, microstructural analysis of
the graphene oxide surface was performed. Then the obtained results were discussed.
On the basis of the performed measurements, it can be concluded that graphene oxide
in the analyzed proportions does not affect on the conformation of collagen from silver

carp skins.
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XIII. AKTYWNOSC NAUKOWA
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