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1. Uvod

Elektroispredanje je ekoloski prihvat-
ljiv postupak proizvodnje nanovlaka-
na jedinstvenih svojstava, koji omo-
gucuje da se upotrebljavaju za razli-
¢ite namjene [1]. Ovako dobiveni
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Svrha istrazivanja je bila izraditi nanovlaknasti senzor na bazi polisaharida
(celuloznog acetata) za otkrivanje promjene pH-vrijednosti u podrucju rane.
Za izradu nanovlakana od celuloznog acetata (CA) kao otapalo je koristena
octena kiselina, a vlakna su izradena u uredaju za beziglicno elektroispre-
danje. Duga CA vlakna jednolikih svojstava, promjera od 250 do 300 nm
dobivena su elektroispredanjem smjese 15 mas. % CA i 85 mas. % octene
kiseline uz dodatak halokromnog bojila (Bromocrezol Green). Dodatak Bro-
mocrezol Green bojila u masu za ispredanje nije utjecao na oblikovanje
vlakana. Analizom boje CIE sustavom karakterizirani su izradeni nanovlak-
nasti senzori kako bi se ocijenila promjena boje uslijed promjene pH-vrijed-
nosti. Pri pH 4 i manje od 4 imaju Zutu boju i tako simuliraju okolinu rane
koja je povoljna za zacjeljivanje rane, a plavu boju kada se izloze pH 9 i vecoj
od 9 i tako simuliraju okolinu koja ometa zacjeljivanje rane (kronicne, infici-
rane rane).

Kljucne rijeci: elektroispredanje, polisaharidna (CA) nanoviakna, bojila
osjetljiva na pH, senzori

materijali, zbog malog promjera vla-
kana (od nekoliko desetaka do stotina

slabo kisela (pH 4 do 6), a tjelesni
unutarnji pH je 7,4. Ako se koza ozli-

nanometara), velike poroznosti, male
veli¢ine pora i velike aktivne povrsi-
ne [2] zanimljivi su za biomedicinske
primjene, npr. izradu tkiva, vaskular-
nih presadaka, popravka tkiva, lijece-
nja rana i sustava za primjenu lijeko-
va [3]. Svi biokemijski procesi u tije-
lu, ukljucujuéi zacjeljivanje rana, su
pod utjecajem pH-vrijednosti. Pozna-
to je da je normalna i zdrava koza

jedi, poremeti se kiselo podrucje koze
itjelesni pH je izlozen vanjskim uvje-
tima. Medutim, kada bakterije infi-
ciraju, ranu, pH prelazi u alkalno
podrucje (pH 7 do 8) i rana ne zarasta
[4]. Promjena pH u podruc¢ju rane
je vrlo vazan podatak za medicinski
tretman rana; kod tih primjena se
materijali od nanovlakana velikog
omjera povrsine i volumena dobiveni
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S1.1 Shematska usporedba jednoiglenog elektroispredanja i beziglenog elektroispredanja

elektroispredanjem mogu upotreblja-
vati kao biosenzori.

Postoji nekoliko ¢lanaka o nanovlaka-
nima dobivenih elektroispredanjem,
koja se koriste za pH senzore razlici-
tih namjena (uz dodatak indikatorskih
bojila, halokromnih kemijskih spjeva
koji apsorbiraju razli¢ite valne duzine
vidljivog svjetla ovisno o pH §to se
ocituje promjenom boje), za npr. pa-
metno pakiranje [5], tekstilne proiz-
vode [6], izradu tkiva i mikrobioloska
proucavanja [7]. Nanovlakna s funk-
cijom osjetljivosti na pH mogu se
izraditi pomocu postupka bojadisanja
nanovlakana ili dodatkom bojila os-
jetljivog na pH u masu za ispredanje
prije oblikovanja vlakana.

U ovom radu opisuje se izrada mate-
rijala od polisaharidnih nanovlakana
s ugradenim bojilom osjetljivim na
pH, Bromcresol Green koje u pH po-
drucju od 3,8 do 5,4 mijenja boju od
zute na plavu. Za izradu vlakana ko-
risten je celulozni acetat (CA) koji se
Siroko upotrebljava za razli¢ite pri-
mjene elektroispredanja [8, 9] jer se
moze jednostavno pretvoriti u celu-
lozu. Za elektroispredanje celuloz-
nog acetata koristena su razlicita ota-
pala, npr. kloroform, metanol, N,N-
-dimetilformamid, diklormetan, piri-
din 1 njihove mjesavine [10]. Kao
otapalo u ovom istrazivanju koriste-
na je octena kiselina o ¢emu je prvi
pisao Han [11]. On je za izradu nano-
vlakana koristio koncentraciju od 17
mas. % CA u 70%-tnoj otopini octene
kiseline ili u otopini octene kiseline

veée koncentracije, a ispredanje vla-
kana provedeno je na uredaju za elek-
troispredanje s jednom iglom. U
ovom radu koristen je bezigli¢ni ure-
daj za elektroispredanje EIMarco Na-
nospider koji je neznatno modificiran
u usporedbi sa sustavom za elektro-
ispredanje s jednom iglom; visokona-
ponsko napajanje elektri¢cnom stru-
jom (do 80 kV), jedinica za dovode-
nje (kada s rotiraju¢om elektrodom -
cilindar ili Zica) i uzemljeni kolektor
(cilindar ili zi¢ana elektroda) (sl.1).
Kad se upotrebljava vanjsko elektric-
no polje, polimerna otopina, koja po-
kriva rotiraju¢u elektrodu, se nabija
$to uzrokuje stvaranje konusnih kap-
ljica zbog ravnoteze napetosti poli-
merne povrsine i upotrijebljenog
elektricnog polja. Kod poveéanja na-
pona elektri¢no polje savladava povr-
Sinsku napetost polimerne otopine te
se pocinju spontano stvarati mlazovi
na slobodnoj povrSini. Polimerni
mlazovi se stvrdnjavaju na svom putu
prema sabirnoj elektrodi oblikujuci
netkani tekstil [12, 13]. Brzina proiz-
vodnje uredaja Nanospider iznosi do
nekoliko 10-aka g vlakana/h zbog
Cega je prikladan za masovnu proiz-
vodnju [14, 15].

2. Materijali i metode

2.1. Materijali

Celulozni acetat (CA) s M, = 30000
ioctena kiselina (> 99,8 %) nabavlje-
ni su od tvrtke Sigma Aldrich. Pe-
gatex® S netkani tekstil tvrtke PE-
GAS NONWOVENS s.r.0. (Znojmo,

Ceska Republika) koristen je kao
podloga za polaganje nanovlakana,
proizveden postupkom izrade netka-
nog tekstila kod ispredanja vlakana
iz taline, od 100 % polipropilena. Bo-
jilo osjetljivo na pH Bromocrezol
Green nabavljeno je od Kemike.

2.2. Priprema otopina
za elektroispredanje

Pripremljene su 12, 151 17 mas. %
otopine celuloznog acetata (CA) tako
da je otopljena odgovarajuca kolic¢ina
CA u razli¢itim koncentracijama oc-
tene kiseline (75, 80 1 85 %). Sve oto-
pine su mijesane do homogene mje-
Savine. Za karakterizaciju viskozno-
sti, povrSinske napetosti i elektrovod-
ljivosti pripremljenih otopina koriSte-
ni su viskozimetar tvrtke Fungilab
Viscometer, goniometar tvrtke Da-
taphysics Goniometer OCA35 i mjer-
ni instrument Conductivity Meter
tvrtke Mettler Toledo za mjerenje
elektrovodljivosti.

Otopine za elektroispredanje s boji-
lom osjetljivim na pH pripremljene
su iz 15 mas. % CA otopine u 85 %
octene kiseline uz dodatak bojila
osjetljivog na pH i mijesane su 2 h.
Koncentracija bojila osjetljivog na
pH bila je 0,5 mas. % u odnosu na
masu CA u otopini.

2.3. Elektroispredanje

Elektroispredanje je provedeno na
pilotnom uredaju Nanospider NS Lab
500 tvrtke EIMarco Co. Polimerne
otopine za oblikovanje vlakana uve-
dene su u kadu Nanospider uredaja
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S1.2 Viskoznost i elektrovodljivost pripremljenih otopina za elektroispredanje
razli¢itih koncentracija octene kiseline (AA) i celuloznog acetata (CA)

gdje je smjeStena eletroda spojena
zicom. Procesni parametri su bili: na-
pon 75 kV, razmak elektrode: 160
mm, brzina okretanja elektrode: 3,8
o/min i vrijeme prikupljanja: 40 min.

2.4. Svojstva vlakana

Morfologija vlakana analizirana je
pretraznim elektronskim mikrosko-
pom (FE-SEM SUPRA 35 VP, Carl

Zeiss). Uzorci vlakana pricvrscéeni su
na drza¢ uzorka pomocu elektrovod-
ljive vrpce od ugljikovih vlakana.
Uzorci su analizirani kod napona za
ubrzavanje od 1 kV iradnog razmaka
od 4,5 mm.

Za ispitivanje promjene boje nano-
vlakana u ovisnosti o pH koristene su
sljedece otopine: razli¢ite molarne
koncentracije HCI za pH 0 do 2, ci-

tratni pufer za pH 4, fosfatni pufer za
pH 7, karbonatno bikarbonatni pufer
za pH 9, razli¢ite molarne koncentra-
cije NaOH za pH 10 do 14. Uzorci
vlakana su namakani u pripremljenoj
puferskoj otopini u vremenu od 1
min. Za ocjenu promjene boje primi-
jenjen je CIE sustav mjerenja boje
unutar spektralnog podrucja valnih
duzina od 400 do 700 nm pomocu
spektrofotometra s dvije zrake
Spectralflash SF600 Plus (Datacolor)
kod standardne vrste svjetlosti D56
(LAV/Spec.Incl.) i mjerne geometrije
od s/8°.

3. Rezultati

Elektroispredanje je postupak proiz-
vodnje vlakana koji mnogo ovisi o
svojstvima otopine, narocito u proce-
su beziglicnog ispredanja. Zato su
prije postupka elektroispredanja oto-
pinama za elektroispredanje odrede-
ne viskoznost, elektrovodljivosti i
povrsinska napetost. Budu¢i da su to
parametri otopina koji najvise utjecu
na oblikovanje nanovlakana. Rezul-
tati mjerenja povrSinske napetosti
otopina imaju vrijednosti od 34

CA
Lo 12% CA 15% CA 17% CA
Octena kiselina
75%
80%
85%

S1.3 SEM snimke CA nanovlakana od razli¢itih koncentracija celuloznog acetata u razli¢itim koncentracijama octene kiseline
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S1.4 SEM snimke CA nanovlakana dobivene elektroispredanjem: a) bez bojila i b) s bojilom Bromcrezol
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S1.5 CIE a*b* vrijednosti boje obojenja nanovlakana ovisno o pH

mN/m, bez obzira na sastav otopine i
koncentraciju celuloznog acetata.
Medutim, kod mjerenja viskoznosti
(sl.2) uoceno je ocekivano poveéanje
kod povecanja koncentracije celuloz-
nog acetata. S druge strane uoceno je
smanjenje elektrovodljivosti otopina
kod povecéanja koncentracije octene
kiseline, §to bi se moglo pripisati di-
socijaciji otapala - octene kiseline.
Smanjenjem koli¢ine vode u otopini
octene kiseline otezava se disocijaci-
jaiona, §to rezultira u manjim gusto-
¢ama naboja u otopinama celuloznog
acetata [11].

Da bi se odredio optimalni sastav oto-
pine koji je potreban da se dobiju glat-
ka i jednoli¢na nanovlakna, koristena
je pretrazna elektronska mikroskopija

(SEM). Na sl.3 prikazane su SEM
snimke nanovlakana. Vidljive su raz-
licite morfologije ovisno o koncentra-
ciji CA 1 koncentraciji otapala. SEM
mikroslike kod 12 mas. % CA u svim
koncentracijama otapala pokazuju
Suplje sfere, ili Cestice zbog neade-
kvatnog sastava otopine, $to uzrokuje
rasprsivanje tekuc¢ine pomocu elek-
tricnog polja. Ako je viskoznost oto-
pine premala, polimerni mlazovi se
zbog efekta povrsinske napetosti ras-
padaju u kapljice prije nego sto dodu
na materijal za prikupljanje [34, 41].
Medutim, s povecanjem koncentraci-
je CAna 15 mas. % perlasta morfolo-
gija nanovlakana se smanjuje, a s po-
vecanjem koncentracije octene kiseli-
ne (80 1 85 %) perlice potpuno nesta-

ju i oblikuju se jednolika vlakna pro-
mjera od 300 do 400 nm. Elektro-
ispredanje nanovlakana iz 17 mas. %
CA rezultira nejednolikom veli¢inom
i oblikom promjera vlakana od 500
do 100 nm neovisno o koncentraciji
otapala. Poveéanje promjera vlakna
s debljim dijelovima duz osi vlakna
nastaje zbog velike viskoznosti poli-
merne otopine Sto uzrokuje nejed-
noliko gibanje polimernog mlaza
od povrsine elektrode do materijala
za prikupljanje. Prema tim rezulta-
tima moze se zakljuditi da se jednoli-
ka nanovlakna dobivaju kod sastava
otopine od 15 mas. % CA koja je
otopljena u 85 %-tnoj octenoj kiselini,
te su ona koriStena za daljnje istra-
Zivanje.
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Da bi se dobila nanovlakna osjetljiva
na pH, halokromno bojilo Bromcre-
zol Green dodano je u definiranu op-
timalnu otopinu za ispredanje. Na
sl.4 prikazane su SEM snimke nano-
vlakana dobivenih elektroispreda-
njem otopina bez bojila Bromocrezol
Green i s bojilom kako bi se ocijenio
njegov utjecaj na elektroispredanje
vlakana. Uoceno je da dodatak bojila
osjetljivog na pH nije utjecao na mor-
fologiju vlakana, ona su jednolika
promjera od 250 do 300 nm.

Izradeni materijali od nanovlakana s
ugradenim bojilom osjetljivim na pH
izloZeni su djelovanju otopinama raz-
licitih pH-vrijednosti; te je promjena
obojenja analizirana spektrofotome-
trijski. Promjena obojenja dogodila
se za oko 10 s nakon izlaganja. Pro-
mjene obojenja uzoraka odredivane
su mjerenjem koordinata boje u CIE
sustavu i prikazane su na sl.5. Pri-
kazane su a* i b* vrijednosti boja u
koordinatnom sustavu, kod cega a*
predstavlja polozaj na zeleno/crvenoj
osi, negativna vrijednost pokazuje
zeleno, a pozitivna vrijednost crveno
podrucje, dok b* predstavlja polozaj
uzorka na Zuto/plavoj osi, negativna
vrijednost predstavlja plavo, a pozi-
tivna vrijednost predstavlja Zuto. Na
sl.5 moze se uoditi da izlaganje ispi-
tivanih uzoraka nanovlakana niskim
pH vrijednostima (podrucje velike
kiselosti) rezultira zutim obojenjem,
dok neutralno podrucje (pH 7) rezul-
tira zelenim obojenjem sa nesto zué-
kastom nijansom. Kod izlaganja uzo-
raka alkalnim pH-vrijednostima, raz-
vija se plavo obojenje s malo zelene
nijanse. Budu¢i da se pH-vrijednosti
u podrucju rane mijenjaju od pH 4 do
pH 9, konstruirani senzori od nano-
vlakana trebali bi uzrokovati proma-
tranu promjenu obojenja u ovom po-
drucju, Sto pacijenti mogu brzo pro-
cijeniti. Zato izradene strukture od
nanovlakana pokazuju izvrsne rezul-
tate buduci da pokazuju Zutu boju u
podrucju koje je pozeljno za uspjesno
zacjeljivanje rane, i plavu boju kada
podru¢je rane ne omogucuje dobro
zacjeljivanje rane. Upotrebom ovih
vrsta senzora u zavojima za rane pa-

cijenti bi sami mogli odrediti status
zacjeljivanja rane. Koristi zbog regi-
striranja podrucja rane znace smanje-
nje vremena hospitalizacije, sprjeca-
vanje amputacija i bolje razumijeva-
nje procesa koji ugrozavaju zacjelji-
vanje rana [4].

4. Zakljuéak

U radu se opisuje izrada halokrom-
nog ili na pH osjetljivog materijala od
nanovlakana kojim se otkrivaju pro-
mjene pH-vrijednosti u podrucju
rana. Materijal od nanovlakana kao
potencijalna senzorska platforma us-
pjesno je izraden postupkom bezigle-
nog elektroispredanja primjenom
celuloznog acetata (CA) otopljenog u
octenoj kiselini. Dugacka i jednolika
nanovlakna, promjera od 250 do 300
nm dobivena su iz polimerne otopine
od 15 mas. % CA u 85 %-tnoj octenoj
kiselini. Prije elektroispredanja u oto-
pinu za ispredanje dodano je halo-
kromno bojilo Bromocrezol Green.
Dodatak bojila osjetljivog na pH nije
utjecao na proces elektroispredanja i
morfologiju oblikovanih vlakana.
Razvijeni senzor od halokromnih na-
novlakana imao je vidljivu promjenu
obojenja nakon izlaganja razli¢itim
pH podru¢jima. U kiselom pH po-
dru¢ju (octena kiselina) senzor se
obojio Zuto, §to pokazuje dobre uvje-
te za brzo i ucinkovito zacjeljivanje
rane, dok se u alkalnom podrucju
senzor obojio plavo, $to pokazuje in-
fekeiju i nezarastanje rane. Bududi da
su ljudi prirodno vizualna biéa, a in-
formacije su u vizualnom obliku
ucinkovitije, razvijeni materijali za
izradu senzora znace velik potencijal
u poboljsanju lijecenja, odnosno za-
cjeljivanja rana.

(Preveo M. Horvati¢)
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SUMMARY

Polysaccharide based nanofibers with pH-sensitive function
M. Kurecic,'2 S. Hribernik,! N. Virant,! A. Ojstrsek,’ M. Sfiligoj Smole,! K. Stana Kleinschek!

The aim of the present study was to prepare a polysaccharide (cellulose acetate) based nanofibrous sensor for detection
of pH change in the wound environment. In order to prepare cellulose acetate (CA) nanofibers, acetic acid was used
as a solvent, and fabrication of fibers was performed on the needle-less electrospinning apparatus. Long uniform CA
nanofibers, with diameters ranging from 250 to 300 nm, were electrospun from 15 wt% CA and 85% acetic acid, with
addition of halochromic dye (Bromocrezol Green). The addition of Bromocrezol Green in the spinning formulation
did not affect the fiber formation. Prepared nanofibrous sensors were characterized using CIE color space analysis in
order to evaluate the color due to pH change. Nanofibrous sensors exhibit yellow color when exposed to pH4 and
lower, simulating the wound environment beneficial to the wound healing, and blue color when exposed to pH 9 and
higher, simulating the environment that hampers wound healing (chronic, infected wounds).
Key words: electrospinning, polysaccharide (CA) nanofibers, pH-sensitive dyes, sensors
!Universtity of Maribor, Faculty of Mechanical Engineering
Maribor, Slovenia
2CE Polimat
Ljubljana, Slovenia
e-mail: manja.kurecic@um.si
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Polysaccharid-basierte Nanofasern mit pH-sensitiver Funktion

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, einen Nanofaser-Sensor auf der Basis von Polysacchariden herzustellen, um
den pH-Wert in der Wundumgebung nachzuweisen. Um Celluloseacetat (CA) -Nanofasern herzustellen, wurde Essig-
saure als Losungsmittel verwendet, und die Herstellung von Fasern wurde auf einer nadellosen Elektrospinnvorrichtung
durchgefiihrt. Lange gleichformige CA-Nanofasern mit Durchmessern von 250 bis 300 nm wurden unter Zugabe von
halochromem Farbstoff (Bromocrezol Green) aus 15 Gew.-% CA und 85% Essigsdure elektrogesponnen.Die Zugabe
von Bromocrezol Green in der Spinnformulierung {ibte keinen Einfluss auf die Faserbildung aus. Vorbereitete Nano-
faser-Sensoren wurden mittels CIE-Farbraumanalyse charakterisiert, um die Farbe aufgrund der pH-Anderung zu
bewerten. Nanofaser-Sensoren weisen gelbe Farbe auf, wenn sie pH 4 und niedriger ausgesetzt sind, wobei sie die
Wundumgebung, die fiir die Wundheilung vorteilhaft ist, simulieren, und blaue Farbe, wenn sie pH 9 und hoher
ausgesetzt sind. Auf diese Weise simulieren sie die Umgebung, die die Wundheilung hemmt (chronische, infizierte
Wunden).
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