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Streszczenie:

Wykorzystanie technik elektroniki drukowanej do aplikacji biomedycznych, przy
roOwnoczesnym zastosowaniu grafenowego, przewodzacego atramentu heterofazowego, pozwala na
wytworzenie tzw. inteligentnej powierzchni na urzadzeniach i materiatach medycznych narazonych
na niekontrolowane namnazanie bakterii. Powierzchnia taka powinna pelni¢ wiele roznych funkcji.
Jej gléwnym zadaniem jest stworzenie antyadhezyjnej wzgledem bakterii powtloki, ktora
rownoczesnie jest biozgodna, a wiec wykazuje zdolnos¢ interakcji ze zdrowymi komodrkami
i tkankami ludzkimi, bez powodowania szkodliwych, toksycznych efektow. Ponadto oczekuje sig,
iz inteligentna powierzchnia bedzie stymulowaé integracje komoérek, poprzez wzmacnianie ich
zdolnosci do silnego namnazania si¢. Powinna ona takze charakteryzowac si¢ adhezja i wysoka
wytrzymalo$cig mechaniczna.

Badania wykonane na potrzeby niniejszej pracy pozwolity na opracowanie kompozycji oraz
technologii wytwarzania biozgodnego, przewodzacego atramentu grafenowego sluzacego do
wytwarzania warstw, powlok iwzorow technikami elektroniki drukowanej drukiem
strumieniowym oraz powlekaniem natryskowym, do zastosowan w biomedycynie. Dzigki
wykorzystaniu zbudowanego na potrzeby pracy stanowiska do druku biozgodnych atramentow
mozliwe byla szczegotowa charakteryzacja opracowanych atramentow i wytworzenie przy ich
uzyciu grafenowych warstw i powtok na podtozach takich jak szkto, ceramika, folia PET, cewnik
Foley’a czy tytanowe skafoldy. Opracowana, oryginalna technologia pozwala uzyska¢ atramenty
grafenowe spelniajace wymagania biologiczne itechniczne. Charakteryzuje je nie tylko
biozgodnos$¢ wzgledem komorek, ale rowniez jednorodno$¢ i stabilno$¢. Posiadaja wymagane w
technikach drukarskich wtasciwos$ci rozrzedzania $cinaniem, a ich lepko$¢ miesci si¢ w zakresie
zalecanym dla technik druku strumieniowego i powlekania natryskowego. Ponadto opracowane
atramenty pozwalaja takze na sterowanie wlasciwosciami elektrycznymi wytwarzanych
przewodzacych prad warstw, zaleznymi od ilosci powtorzen procesu drukarskiego i zawarto$ci
ptatkow grafenowych w atramencie.

W pracy przedstawiono szereg aplikacji wykorzystujacych wiasciwosci opracowanego
atramentu grafenowego. Zaprezentowano powtoki zdolne do zablokowania procedury tworzenia
biofilmu bakteryjnego oraz zmniejszenia zagrozenia wystepowania infekcji urologicznych, proces
powlekania tytanowych implantow zwierzecych w celu zastosowania ich do stymulacji proliferacji
komorek, a takze wytwarzanie przewodzacych warstw do elektrostymulacji wzrostu komorek

ludzkich.

Stowa kluczowe: nanoptatki grafenowe, druk strumieniowy, powlekanie natryskowe atramenty

heterofazowe, atramenty biologiczne
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Abstract:

The use of graphene, conductive heterophasic ink deposited using printed electronics
technics for biomedical applications, allows the production of so-called “smart surface” on
medical devices and materials exposed to uncontrolled multiplication of bacteria. This surface
should have many different functions. Its main task is to create a bacterially anti-adhesive
coating that is at the same time biocompatible, and thus shows the ability to interact with healthy
cells and human tissues, without causing harmful, toxic effects. In addition, it is expected that
the “smart surface” will stimulate the integration of cells, by strengthening their ability to
multiply. It should also be characterized by adhesion and high mechanical strength.

This dissertation presents the development of compositions and technologies of the
production of biocompatible conductive graphene ink for the formation of layers, coatings and
patterns using printing electronics techniques such ink-jet printing and spray coating for
biomedicine applications. The preparation of purpose designated setup enabled through
characterisation of the developed inks and formation of graphene layers and coatings on various
substrates such as glass, ceramics, PET foil, Foley catheters and titanium scaffolds.

The developed technology allowed to obtain graphene inks that meet both biological
and technical requirements. The obtained coatings were characterized not only by the
biocompatibility with the cells, but also by homogeneity and stability. The inks show the shear
thinning properties required in printing techniques, and their viscosity is within the range
recommended for ink jet printing and spray coating techniques. Additionally, the produced
layers are electrically conductive and their performance may be early controlled by the number
of repetitions of the printing process and charge of the content of graphene platelets in the ink.

Finally thesis presents a number of applications, which are created using the developed
graphene inks. There included formation of coatings capable of blocking the bacterial biofilm
formation on catheters, thus reducing of the risk of urological infections, process of titanium
animal implants coating for stimulation of cell proliferation as well as the production of

conductive layers for electrostimulation of the human cells growth.

Key words: graphene nanoplatelets, ink-jet printing, spray-coating, heterophase inks,
biological inks



Wykaz wazniejszych skrétéw i oznaczen:

ADSC - (ang. adipose derived stem cells) komodrki macierzyste pochodzace z tkanki

thuszczowej

CUlJ — (ang. continuous ink-jet printing) druk strumieniowy ciagly

CVD - (ang. chemical vapor deposition) osadzanie z fazy gazowej

DMF — dimetyloformamid

DOD - (ang. drop-on-demand ink-jet printing) druk strumieniowy kropla na zadanie
EC — etyloceluloza

EPS — (ang. extracellular polymeric substance) macierz pozakomoérkowa

FBS — (ang. fetal bovine serum) serum ptodowe z cielat, surowica bydleca

FLG — (ang. few-layer graphene) grafen wielowarstwowy

GFNs — (ang. graphene family nanomaterials) rodzina grafenowych nanomateriatow
GNP — (ang. graphene nanoplatelets) nanoptatki grafenowe

GO — (ang. graphene oxide) tlenek grafenu

NAg — nanoczastki srebra

NMP — N-metylopirolidon

PBS (ang. phosphate buffered saline) bufor fosforanowy

PEG — (ang. polyethylene glycol) glikol polietylenowy

PLR — ang. polyethylene glycol-polypropylene glycol-polyethylene glycol)Pluronic
PVA — poli(alkohol winylinowy)

rGO — (ang. Reduced Graphene oxide) zredukowany tlenek grafenu

ROS — (ang. reactive oxygen species) reaktywne formy tlenu

SEM — (ang. scanning electron microscope) skaningowy mikroskop elektronowy

TEM — (ang. transmission electronmicroscope) transmisyjny mikroskop elektronowy
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1. WPROWADZENIE

Interdyscyplinarno$¢, rozumiana jako przenikanie si¢ réznych dziedzin naukowych
pozwala na coraz bardziej wszechstronng analiz¢ zachodzacych w $wiecie zjawisk oraz
umozliwia skuteczniejsze rozwigzywanie stawianych przez naukowcow probleméw. Laczenie
technik badawczych stosowanych w réznych dziedzinach nauki pozwala na wykorzystanie ich
zalet, przy jednoczesnym, wielostronnym wykorzystywaniu efektow badan stymulujgcych
rozw6j naukowy. Widocznym w $wiecie trendem jest ksztattowanie si¢ interdyscyplinarnych
dziedzin nauki, takich jak mechatronika, fizyka medyczna czy inzynieria biomedyczna.
Potaczenie wiedzy, technik i metod badawczych wykorzystywanych zaré6wno przez nauki
techniczne, takie jak nanotechnologia i elektronika, jak rowniez biologiczne, pozwala podja¢
rozne wyzwania i rozwigzywac problemy stawiane przez wspotczesng medycyne.

Jednym z takich wyzwan jest zmniejszenie zagrozenia zwigzanego z zakazeniami
i infekcjami spowodowanymi bakteriami i mikroorganizmami w $rodowisku szpitalnym.
Zarowno bakterie z rodziny Gram-dodatnich, takie jak gronkowce (np. Staphylococcus aureus)
jak i Gram-ujemnych (m. in. Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) sa powszechnymi
lekoopornymi patogenami — czynnikami chorobotworczymi powodujacymi powazne infekcje.
Wedhug opublikowanych w 2011 r. danych, co roku w Unii Europejskiej w wyniku zakazen
wywotanych przez odporne na antybiotyki bakterie umiera ponad 25 000 pacjentow [1]. Co
wiecej, poniesione przez szpitale koszty zwigzane z leczeniem infekcji, szacowane sg na okoto
1,5 miliarda euro rocznie [1]. W zwiazku z tym, opracowywanie nowych $rodkow
przeciwbakteryjnych, mogacych mie¢ zastosowanie w walce z tymi infekcjami, stato sie
ostatnimi czasy jednym z gtownych nurtow badan w biomedycynie [1]. W celu znaczacego
zmniejszenia ilo$ci infekcji nalezy opracowa¢ metode, ktora pozwoli zniwelowanie zagrozenia
zwigzanego z bakteriami o zwigkszonej odporno$ci na antybiotyki.

Glowng przyczynag wystepujacych w szpitalach trudnosci w zwalczaniu zakazen
bakteryjnych jest zwigkszona odporno$¢ bakterii na dzialanie antybiotykow. Zwigzana jest ona
z umiej¢tnoscig tworzenia przez bakterie zorganizowanej, wielowarstwowej struktury
nazwanej biofilmem, sktadajacej si¢ z jednego lub wielu gatunkow drobnoustrojow, $cisle
zwigzanych z powierzchniag podtoza. Bakterie tworzace biofilm otoczone sa pozakomorkowsa
substancjg polimerowa — zwang macierzg pozakomorkowa (EPS, ang. extracellular polymeric
substance). Struktura biofilmu bardzo utrudnia eradykacje, a wiec petne usunigcie bakterii z
powierzchni. Drobnoustroje zyjace w biofilmach wykazuja bowiem znacznie zwigkszong

tolerancje na zwiazki przeciwdrobnoustrojowe. Zastosowanie nawet bardzo wysokich stgzen
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antybiotykow i chemioterapeutykow nie powoduje pelnej eradykacji bakterii bytujacych w
strukturze biofilmu. W zaleznos$ci od gatunku drobnoustroju, komorki takie mogg wykazywaé
nawet tysigc razy wigksza odpornos¢ na srodki przeciwdrobnoustrojowe [2], jak i niekorzystne
dla ich rozwoju warunki srodowiska, w porownaniu z wolnozyjagcymi drobnoustrojami tego
samego gatunku. Poniewaz powstawanie biofilmu zachodzi praktycznie na kazdej powierzchni:
od miedzianych rur, przez cewniki medyczne, wenflony, dreny, implanty, endoprotezy
stawowe ikostne, jest to bardzo niebezpieczny proces, ktory moze skutkowaé
zanieczyszczeniem wody i zywnosci, a takze rozwojem lekoopornych bakterii. W zwigzku z
tym, znalezienie sposobu blokowania procesu tworzenia biofilmu jest kluczowe dla
rozwigzania problemu powaznych infekcji i zakazen bakteryjnych w szpitalach.

Naukowcy na $wiecie ciagle poszukuja skutecznych metod blokowania biofilmu. Jedna
z metod zaktada wytworzenie na podtozach szczegodlnie narazonych na oddziatywanie bakterii
antyseptycznych powlok. Obecnie w literaturze znaleZz¢é mozna badania zwigzane z
zabezpieczaniem urzadzen medycznych poprzez nasgczanie lub powlekanie ich antybiotykami,
jonami srebra, rt¢cig lub tellurem [3]-[5] . Jednakze skutecznos¢ tych rozwigzan wcigz nie jest
potwierdzona. Ponadto substancje te czesto sg toksyczne dla pacjenta. W zwigzku z tym, wcigz
jeszcze niezrealizowanym przez naukowcow zadaniem jest opracowanie powtoki
charakteryzujacej si¢ nie tylko antybakteryjnoscig lub antyseptyczno$cia, ale spelniajaca
jednoczesnie kilka innych, rownie waznych funkcji biologicznych.

Warstwa taka, nazwana w literaturze inteligentng powierzchnig [6] powinna przede
wszystkim  tworzy¢ bakteriostatyczng, wstrzymujaca rozwdj bakterii 1 biofilmow,
antyadhezyjng wzgledem bakterii powloke, aby przeciwdziata¢ infekcjom 1 zakazeniom.
Jednakze, aby mogta by¢ wykorzystana w zastosowaniach biomedycznych powinna by¢ takze
biozgodna, a wigc wykazywaé zdolno$¢ interakcji ze zdrowymi komorkami i tkankami
ludzkimi, bez powodowania szkodliwych, toksycznych efektow [7]. Ponadto oczekuje sig, iz
inteligentna powierzchnia bedzie np. stymulowac proliferacje — namnazanie si¢ komorek oraz
regeneracje tkanek. Powinna takze charakteryzowac si¢ adhezja i wysoka wytrzymatoscia
mechaniczng, tak aby mozliwe bylo jej zastosowanie m.in. do pokrywania osprzetu
medycznego, cewnikow czy implantéw [6]. Zadanie to jest duzym wyzwaniem, ktorego
podjecie wymaga rozwigzania dwoch problemdéw: znalezienia wlasciwego materiatu,
spelniajgcego opisane wyzej wymogi oraz sposobu wytworzenia takiej biozgodnej warstwy,
tworzacej inteligentng powierzchni¢. Metoda jej wytwarzania musi gwarantowac, niezbedng
przy pracy z materiatami przeznaczonymi do aplikacji biologicznych, czysto$¢

I bezkontaktowos$¢ procesu. Warunki te spetniajg niektore z technik wytwarzania warstw i
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pokry¢ stosowanych w dziedzinie elektroniki, zwanej elektronikg drukowang: druk
strumieniowy oraz powlekanie natryskowe.

Elektronika drukowana (ang. printed electronics) to galaz przemystu elektronicznego,
ktorego duzym sukcesem jest udoskonalenie rdéznorodnych technik nanoszenia wzorow
i warstw w celu tworzenia uktadéw oraz elementoéw elektronicznych, zarbwno na sztywnych
jak i elastycznych podtozach. Techniki drukarskie, takie jak druk strumieniowy oraz
powlekanie natryskowe, byty poczatkowo wykorzystywane prawie wylacznie w poligrafii. Ich
ogromnym atutem jest to, ze pozwalajg w bezkontaktowy i efektywny ekonomicznie sposob
nanosi¢ warstwy i wzory na réznorodne podtoza — sztywne i elastyczne, ptaskie imajace
bardziej ztozong strukturg geometryczng. Ze wzgledu na addytywny charakter tych technik, ich
uzycie zmniejsza straty materialowe wystepujace w tradycyjnych technologiach, takich jak
trawienie i galwanizacja [8], [9]. Niewatpliwa zaleta obu technik jest takze czysto$¢ procesu,
ktora eliminuje grozbe zanieczyszczenia drukowanego materialu i powstajacej warstwy. Dzigki
tym zaletom, techniki elektroniki drukowanej stanowig narzgdzia dajace szansg¢ rozwigzania
niektorych z problemow stojacych przed wspotczesng medycyna.

Naturalnymi kandydatami do wytworzenia ,,inteligentnej powierzchni”, materiatami
zapewniajacymi jej biozgodno$é, sa wszelkie odmiany wegla. Ogromnym zainteresowaniem
wspolczesnej nauki cieszy si¢ ostatnimi czasy szczeg6lnie jedna z alotropowych odmian wegla
— grafen. Ze wzglgdu na swoje wlasciwosci fizykochemiczne oraz biozgodnos¢, materiat ten
znalazt  zastosowanie nie tylko w elektronice [10], [11], ale takze w bioinzynierii
i nanomedycynie m. in. do transportu lekow wewnatrz organizmu pacjenta, inzynierii
tkankowej [12], biologicznych sensorow, niszczenia komorek rakowych [13]. Grafen jako
wegiel jest bowiem biodegradowalny i biokompatybilny. Ponadto, wedle doniesien
literaturowych [1], [14] wskazuje, iz materialy grafenowe -charakteryzuja si¢ takze
wlasciwo$ciami antybakteryjnymi.

Wykorzystanie wspomnianych wczesniej metod elektroniki drukowanej do nanoszenia
materiatow grafenowych, moze stanowi¢ w biomedycynie przetlom zwigzany z wytworzeniem
wspomnianej wyzej inteligentnej powierzchni. Grafen stosowany w inzynierii tkankowej, nie
jest bowiem szkodliwy wzgledem komorek [7]. Wrecz przeciwnie, jest materiatem zdolnym do
stymulacji ich proliferacji [15], [16], a poniewaz jest to material przewodzacy prad, mozliwe
jest réwniez uzycie stymulacji pradowej, ktora dodatkowo zwigkszy efekt namnazania
komorek. W przypadku komoérek macierzystych, stymulacja pragdowa pozwala rowniez na
sterowanie proliferacjg. Przewodzace prad warstwy grafenowe, nadrukowane na rusztowania

komorkowe — skafoldy (ang. scaffold), oraz podloza do hodowli komoérkowych, przez
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dodatkowe wykorzystanie pragdowej stymulacji, mogtyby w przysztosci wspomoc np. terapie
regeneracyjng serca, indukowanie proliferacji i sterowanie réznicowaniem komorek
macierzystych (ukierunkowanie ich przeksztatlcania w roéznego rodzaju tkanki), jak roéwniez
tworzenie  wierzchnich  warstw  implantbw o  wysokim stopniu  biozgodnos$ci
i osteoindukcyjnos$ci, a wiec mozliwosci przeksztatcania si¢ w komorki kostne.
Podsumowujgc, mozna stwierdzi¢, ze wykorzystanie elektroniki drukowanej do
zastosowan biomedycznych i medycznych pozwoli w przyszlosci na rozwigzanie waznego
problemu wspotczesnej medycyny. Przy wykorzystaniu materiatu grafenowego, uzycie metod
elektroniki drukowanej umozliwi¢ moze wytwarzanie nietoksycznych dla cztowieka,
antyseptycznych warstw i pokry¢é. Dzigki wytwarzaniu warstw grafenowych na
powierzchniach z réznych materiatldw i o réznych ksztaltach, takze na osprzecie medycznym
np. na cewnikach, rurkach tracheotomijnych czy implantach chirurgicznych i medycznych,
mozliwe byloby zapobieganie rozwojowi groznych chorob bez uzycia, czesto nieskutecznych,
antybiotykow. Taka warstwa grafenowa naniesiona np. na powierzchni¢ implantow mogtaby
peli¢ funkcje inteligentnej powierzchni. Jej zadaniami bytoby zaréwno zapobieganie
zakazeniom wystepujacym po wszczepieniu implantu pacjentowi, jak i stymulowanie wzrostu

komorek kostnych, w celu szybszego przytaczenia implantu do kosci.
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2. Stan wiedzy

2.1. Materialy grafenowe

Poszukiwanie biozgodnych materiatlow, ktore moga zosta¢ wykorzystane do
wytwarzania cechujacej si¢ biokompatybilnoscia ,,inteligentnej powierzchni” w naturalny
sposob prowadzi do badan nad materiatami wegglowymi. Wegiel stanowi bowiem ponad 18%
masy ciala cztowieka [17] i odgrywa kluczowa role w organizmie i zyciu ludzkim, zaréwno w
dziedzinie biologicznej, jak i naukowej oraz technologicznej [18]. Jedna z alotropowych
odmian wegla — grafen, cieszy si¢ ostatnimi czasy, ze wzgledu na unikalne wiasciwosci
mechaniczne itowarzyszaca im biokompatybilno$¢, ogromnym  zainteresowaniem
wspotczesnej nauki. Zarowno ze wzgledu na doniesienia o braku toksycznosci grafenu
wzgledem komorek ludzkich jak i jego antybakteryjnosci, jest to obiecujacy materiat do
potencjalnego zastosowania w aplikacjach biomedycznych [19], [20].

Odkrycie grafenu w roku 2004 byto przelomowym wydarzeniem w dziedzinie
nanomateriatow. Od tej chwili nieustannie wzbudza ogromne zainteresowanie naukowcow na
calym $wiecie oraz znajduje coraz wigcej zastosowan, gtownie w obszarze nanotechnologii
[21], [22]. Monowarstwa weglowa, nazywana grafenem, jest to dwuwymiarowy arkusz o
grubos$ci pojedynczego atomu, tworzacy strukture przypominajacg plaster miodu, zlozony z
szeSciokatnie ulozonych atoméw wegla, wyizolowany z trojwymiarowego weglowego
materiatu macierzystego jakim jest grafit [12], [22], [23]. Za odkrycie grafenu, stanowigcego
najcienszg znang formg wegla, Andre K. Geim i Konstantin S. Novoselov zostali uhonorowani
w roku 2010 nagroda Nobla z dziedziny fizyki [24]. Jest to bowiem material o unikalnych
wlasciwosciach  fizykochemicznych,  termicznych,  optycznych, = mechanicznych,
elektronicznych i biologicznych [12], [24]. Charakteryzuje si¢ duzg powierzchnig wlasciwa
(2630 m?gt), wysoka ruchliwo$ciag wewnetrzna elektronow (15000 cm?vls), bardzo dobra
przewodnoscig cieplng (okoto 5000 WmK™), wysokim modulem Younga (1 TPa) oraz
optyczng transmitancjg si¢gajaca 97,7% [25]-[28].

2.1.1. Rodzina materialow grafenowych

Opisane wyzej wlasciwosci grafenu spowodowaty zwiekszone zainteresowanie
wytwarzaniem i szukaniem nowych zastosowan dla materialow bazujgcych na grafenie,
nazwanych czesto rodzing grafenowych nanomaterialtow GFNs (ang. Graphene family
nanomaterials) [12], [21], [24], [29], [30]. Szczegdlng uwagg przyciagaja nanomateriaty takie
jak tlenek grafenu i nanoptatki grafenowe. Wzbudzajg one ogromne zainteresowanie m. in. jako

potencjalne materiaty do zastosowan w inzynierii tkankowej i medycynie regeneracyjnej [16].
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Jednakze materialy grafenowe wchodzace w sktad GFNs roznig si¢ znacznie migedzy
soba, zarowno pod wzgledem fizycznym jak i chemicznym, m.in. ksztattem i wymiarami,
wymiarem poprzecznym, liczbg warstw z ktorych sa zbudowane, powierzchnig wlasciwa,
modyfikacja chemiczna, czystoscia, jak rowniez postacia fizyczng wystepujacych w nich
zanieczyszczen [21], [29], [31], [32]. W zwiazku z tym, charakteryzuja si¢ one nie tylko
roznymi wilasciwosciami elektrycznymi i mechanicznymi, ale takze w odmienny sposob
wchodzg w interakcje z komorkami. Fizycznochemiczne cechy nanomaterialu wplywaja
bowiem na oddziatywania z systemami biologicznymi, penetracj¢ komorek i potencjalng
toksyczno$¢ [7], [18], [21], [31], [33]. Dlatego zaré6wno rozne rodzaje materiatow nalezacych
do GFNs, jak i materiaty grafenowe tego samego rodzaju, roznigce si¢ strukturg, mogg inaczej
wptywac na komorki i tkanki, wywotujac rozne reakcje biologiczne [20]. Niezwykle wazne jest
wigc umiejetne rozréznianie tych materiatdw, szczegdlnie przy zastosowaniu ich w aplikacjach
biomedycznych.

Do GFNs zaliczy¢ mozna, przedstawione na rysunku 1, m. in. jedno lub
wielowarstwowy grafen (FLG), grafenowe kropki kwantowe QOD (ang. Graphene quantum
dots), tlenek grafenu GO (ang Graphene oxide), zredukowany tlenek grafenu rGO (ang.
Reduced graphene oxide) oraz nanoptatki grafenowe GNP (ang. Graphene nanoplatelets) [12],
[21], [22], [24], [29], [30].

RODZINA MATERIALOW
GRAFENOWYCH

== i

Rysunek 1. Grupa materiatow wchodzgcych w sktad rodziny materiatow grafenowych GFN

Grafen wielowarstwowy FLG (ang. few-layer graphene) definiowany jest jako stos
warstw grafenowych, o grubosci 2-10 warstw grafenu. Pierwotnie byl to produkt uboczny

uzyskiwany w produkcji monowarstwy grafenowej, jednak szybko stat si¢ interesujgcym
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materiatem komercyjnym, poniewaz moze stuzy¢ do wytwarzania innych rodzajow materiatow
grafenowych, nalezacych do GFNs [12]. Grafenowe kropki kwantowe GQD (ang. Graphene
quantum dots) — jest to forma nanoptatkow grafenowych, ztozonych z kilku warstw. Ze
wzgledu na ich wlasciwosci fotoluminescencyjne, uzywane sg przede wszystkim w
optoelektronice i badaniach oraz aplikacjach zwigzanych z fotoluminescencjg. Ze wzgledu na
bardzo male wymiary <30 nm oraz grubosci <10 nm okreslane s3 materiatem zerowymiarowym
[29], [31].

Tlenek grafenu GO (ang. Graphene oxide) to silnie utleniona forma chemicznie
modyfikowanego grafenu, wytwarzana przez utlenianie i ztuszczanie krystalicznego grafitu
oraz dziatanie ultradzwickéw (sonikacje) wplywajaca na wytworzenie monowarstwy,
zazwyczaj w wodnej zawiesinie. Struktura GO sklada si¢ z weglowych arkuszy o grubosci
jednego atomu z dotaczonymi na obwodzie grupami karboksylowymi, ktore zapewniaja
ujemny tadunek powierzchniowy i stabilno$¢ koloidalng. Tlenek grafenu to nieprzewodzacy
pradu materiat o wysokiej zawartosci tlenu. Mozliwe jest wytwarzanie GO skladajacego si¢ z
jednej lub wielu warstw [12], [29]. Jest materialem, ktory nie tylko moze by¢ tatwo
produkowany na duza skalg, ale takze jest tatwo dyspergowany w réznych rozpuszczalnikach,
takze w wodzie [34]-[37]. Jednak jego cecha charakterystyczng jest takze to, iz nie przewodzi
on pradu elektrycznego. W celu przeksztatcenia nieprzewodzacego materiatu GO w materiat
przewodzacy, niezbedna jest dodatkowa obrobka, zwana redukcjg [36], [38]. Proces redukcji
lub funkcjonalizacji jest zaréwno skomplikowany jak i kosztowny [36], [39]. W znacznym
stopniu ogranicza on zakres stosowanych materialdow podtozowych, na ktore GO jest
nanoszony, do tych, ktore wykazuja stabilno$¢ w wysokich temperaturach lub odpornos¢ na
stosowane reakcje chemiczne [36]. Najwazniejsze jednak jest to, iz chemiczne i termiczne
modyfikacje GO znacznie ograniczajg wlasciwosci elektryczne warstwy [39]. Zredukowany
tlenek grafenu (rGO) ma znacznie stabszg przewodno$¢ w poréwnaniu do czystego grafenu
[37], [40], [41] oraz moze wykazywac niestabilne wiasciwosci [42]. Zredukowany tlenek
grafenu rGO (ang. Reduced Graphene oxide) jest produktem powstalym po poddaniu tlenku
grafenu obrdobce redukcyjnej. Redukcja obejmuje wysokotemperaturowa obrobke termiczna,
obrobke chemiczna lub foto-termiczna, pozwalajaca na zmniejszenie zawartos$ci tlenu. Jest ona
wykonywana m.in. w celu przywrocenia przewodnosci elektrycznej i zwigkszenia
hydrofobowosci materiatu [12], [29].

Nanoptatki grafenowe GNP (z ang. Graphene nanoplatelets lub Graphene nanoflakes),
nazywane cz¢sto w literaturze nanoarkuszami grafenowymi GNS (z ang. Graphene

nanosheets), sa to nanoczastki zbudowane ze stosow arkuszy grafenowych, a wiec sktadajace
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si¢ z jednej lub wielu warstw grafenowych o grubo$ci w zakresie 0,34-100 nm, [23], [29], [32].
Nanoplatki grafenowe zachowuja dobra przewodno$¢ elektryczng na poziomie 10* — 10° S/m
[23]. Potaczenie wysokiej odpornosci na odksztalcenia mechaniczne z wysoka przewodnoscia
cieplng i elektryczng sprawia, ze GNPs sg coraz czg$ciej uzywane jako wypetiacz kompozycji
do past i atramentow [23], [43], czesto w zastepstwie stosowanych do tej pory w elektronice
nanowypelniaczy, takich jak sadza, nanorurki weglowe inanoczastki metaliczne [32].
Nanoptatki sg bowiem tansze niz nanorurki weglowe, a ich przewodnictwo elektryczne jest o
rzad wielkosci wyzsze niz redukowanych tlenkow grafenu [32]. GNP s3 takze uwazane za
mniej toksyczne niz nanorurki weglowe [44]. Platki grafenowe, nanoszone na podtoza w
postaci kompozytow charakteryzuje znacznie wyzsza adhezja niz warstw uzyskiwanych przez
osadzanie grafenu jedno i wielowarstwowego [45]. Ponadto zwigkszaja one wytrzymato$é
mechaniczng kompozytu. Takze mozliwo$¢ nanoszenia ich na nieptaskie podtoza przedstawia
GNP jako bardzo obiecujgce wypehniacze, takze do biomateriatow [19].

Mimo opisanych powyzej roznic we wlasciwosciach materiatow grafenowych, w wielu
publikacjach autorzy uzywaja ogdlnego okreslenia ,,grafen” opisujac prace nad zupelnie
odmiennymi materiatami z GFNs. Czgsto weryfikacja stosowanej terminologii z metodyka
badan, wskazuje, iz publikacja nie dotyczy zachowujacych unikalne wlasciwosci materiatow
weglowych, takich jak monowarstwa grafenu czy nanoptatki grafenowe, ale nieprzewodzacego
tlenku grafenu, lub redukowanego, czgsto w trudnych warunkach, tlenku grafenu [29], [37].
Zaréwno w kontekscie drukowania przewodzgacych $ciezek i warstw jak i wykorzystania ich do
zastosowan biologicznych, bardzo istotne jest umiej¢tne rozrdznienie rodzajow materiatow
grafenowych. Wigze si¢ to z potrzebg doktadnego zrozumienia czym jest i od czego zalezy

toksycznos$¢ 1 biokompatybilnos¢ tych nanomaterialow.

2.1.2. Toksycznos¢ i biozgodno$é materialow grafenowych

Toksycznos$¢, o0znaczajaca ceche substancji lub materiatu powodujaca zaburzenia
funkcji lub $mieré¢ komorek, wyklucza mozliwos¢ uzycia nanomaterialu w zastosowaniach
biologicznych. Przeciwienstwem toksyczno$ci jest biozgodno$¢, rozumiana jako harmonia
interakcji w obrgbie materii ozywionej [46], a wiec zdolno$¢ materiatow do interakcji z
komorkami, tkankami i organizmami zywymi, bez powodowania szkodliwych, toksycznych
efektow [7]. Okre$lenie ,biozgodnos¢” stosowane jest zamiennie z okre§leniami
,biokompatybilno$¢” oraz ,biotolerancja”. Cytokompatybilno$¢ natomiast zwigzana jest
bezposrednio ze zdolnoscig do nietoksycznego oddziatywania materiatow w stosunku do

komorek. W literaturze czesto opisane wyzej okreslenia stosowane sg zamiennie.
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Toksyczno$¢ nanomateriatu zalezy od wielu czynnikow m. in. jego ksztaltu oraz
wlasciwosci chemicznych powierzchni, ale takze od zastosowanej dawki iczasu trwania
interakcji migdzy komoérkami, a nanomateriatem [47]. Biokompatybilno$¢ lub toksyczno$é
materiatow grafenowych zalezy wigc nie tylko od jego stezenia, ale tak jak napisano wczesniej,
takze od odmiany materiatu grafenowego i metody jego produkcji [48].

Najwickszy wptyw na oddziatywania nanoczastek grafenowych z komoérkami oraz
tkankami 1 organizmami zywymi ma bowiem rozmiar oraz wymiar poprzeczny czastek
grafenowych [48], [49]. Materiatly nalezgce do GFNs charakteryzujg si¢ matymi rozmiarami,
w zakresie od dziesigtek do setek nanometréw. Grafenowe nanoczastki o najmniejszych
wymiarach tatwiej, w porownaniu do wigkszych nanoczastek, ulegaja internalizacji przez
komorki [21]. Oznacza to, ze z powodzeniem przenikajg one przez blong komorkowa, CO
zwigksza ryzyko biologiczne i intensyfikuje oddziatywania toksyczne. Procesowi temu sprzyja
fakt, iz wigkszo$¢ z nich posiada ostre i chropowate krawedzie. Z Kkolei wigksze czgstki
grafenowe maja takze wigksza powierzchni¢ wlasciwa, do ktorej komorki w naturalny sposob
adheruja. Oznacza to, ze przylegaja do podioza, dzigki czemu moga si¢ poprawnie namnazac
[48]. Wiasnie dlatego, mozliwe jest wykorzystanie materiatow grafenowych jako podioza
wplywajacego pozytywnie na wzrost komorek [16].

Nalezy jednak pamigtac, ze toksycznos¢ lub biokompatybilnos$¢ grafenu zalezy takze od
rodzaju komorek, z ktorymi materiat ten wchodzi w interakcje [48], [49]. W zwigzku z jego
potencjalnym zastosowaniem w nanomedycynie, skutki oddzialywan miedzy grafenem a
komorkami, tkankami lub narzagdami maja ogromne znaczenie [48].

Wielu autoréow badalo toksycznos¢ materialow grafenowych przy uzyciu réznych
komorek: nowotworowych [50], [51], fibroblastow [52], [53], preosteoblastow [54], komorek
nabtonka plucnego itd. [48], [55]. W artykule przegladowym Singh Zorowar stwierdzil, ze
materialy z rodziny grafenowej, przede wszystkim tlenek grafenu, w bezposrednim kontakcie
moga by¢ toksyczne dla wielu rodzajow komoérek ludzkich izwierzgcych [31]. Cheng z
zespotem [56] opisat potencjalng toksycznos¢ nanomateriatdéw grafenowych wzgledem tkanek
I organow. Takze Guo i wsp. potwierdzaja, ze niemodyfikowany grafen, w szczegolnosci GO
I rGO s3 cytotoksyczne lub genotoksyczne [21]. Jednakze autorzy Ci opierali si¢ na badaniach
dotyczacych tylko monowarstwowego grafenu, GO lub rGO. Nie przedstawili w pracy zadnych
informacji zwigzanych z nanoptatkami grafenowymi.

Z drugiej strony Abbasi iwsp. [25] przytaczaja stowa profesora Chunhai Fan z
Szanghaju, twierdzacego, iz grafen jest materialem biokompatybilnym w stosunku do komorek,

a podtoza grafenowe sg dobrym materiatem do ich hodowli. Kim i wsp. potwierdzaja te stowa,
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informujac wprost, iz grafen jest biokompatybilny [7]. Kenry i wsp. w artykule przegladowym
stwierdzili, ze materiaty grafenowe charakteryzuja si¢ biokompatybilnos$cia, jako ze komorki
osadzone na tym materiale zachowujg zywotno$¢ i w naturalny sposob przylegaja do podtoza
[16]. Ponadto autorzy stwierdzili, ze grafen i materiaty grafenowe mogg stymulowaé wzrost
i proliferacje r6znych typow komoérek m.in. komorek macierzystych i fibroblastow in vitro
[15], [16]. W zwiazku z tym GFNS, sg postrzegane jako potencjalne materiaty do wykonywania
rusztowan i podtozy dla komoérek macierzystych [57]. Wiele publikacji wskazuje, ze wplywaja
one takze na rdéznicowanie komorek macierzystych [16], [56], [58]-[60], miedzy innymi w
osteocyty i chondrocyty [19].

Chociaz rézne materiaty z GFNs byty wielokrotnie badane pod wzgledem
biokompatybilnos$ci, badania te bardzo rzadko uwzgledniajg nanoptatki grafenowe.

Jaworski wraz z zespotem [61] studiowali wptyw nanoptatkow grafenowych na dwa
rodzaje komorek glejaka. Wykazali, ze sa one toksyczne wzgledem komorek rakowych linii
U118, U87. Komorki rakowe w naturalny sposob nie ulegaja apoptozie — programowalnej,
naturalnej $§mierci komorek, przez co sg tak niebezpieczne dla organizmu czlowieka. Jednakze
zastosowane przez Jaworskiego GNP powodowaty apoptoze (99% komorek) itylko w
nieznacznym stopniu byly przyczyna nekrozy (0,2% komorek).

Park i wsp. [55] badali oddziatywania nanoptatkéw grafenu, zaréwno in vivo, jak i in
vitro. Z jednej strony wszczepili oni GNP do ptuc myszy, z drugiej strony badali toksycznos¢
GNP wzglgdem ludzkich komorek nabtonka oskrzeli BEAS-2B. Wykazali, ze w obu
przypadkach GNP byly toksyczne. Redukowaty zywotno§¢ komorek ludzkich, poczatkowaty
apoptoze 1 uszkodzenie mitochondriow. Ponadto powodowaty odpowiedZ zapalng w ptucach
myszy.

Zanni z zespotem natomiast badali wplyw GNP in vivo na zywy organizm nicienia
Caenorhabditis elegans. Testy dtugosci zycia tego organizmu oraz zdolnos$ci do reprodukcji
wykazaty iz GNP sg nietoksyczne [62], [63].

Potencjalna toksyczno$¢ nanoczgstek, takze nanoczastek materiatdw grafenowych,
zwigzana jest z ich interakcja z btong komoérkowa, ktora skutkuje fizycznym uszkodzeniem
membrany lipidowej [47]. Jednakze na oddzialywania migdzy weglowa powierzchnig grafenu
a komorkami mozna wplywac¢ m.in. poprzez proces funkcjonalizacji grafenu [20]. Zar6wno
poprzez funkcjonalizacje jak | powlekanie nanomateriatow grafenowych innym materiatem,

mozliwe jest zminimalizowanie ryzyka zwigzanego z ich toksycznoscia [47], [56].
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Na szczegblng uwage zastuguje fakt, iz zawieszenie materiatu grafenowego w réznego
rodzaju materiatach, takich jak biopolimery, czy surowica bydleca zwickszy¢ moze jego
biozgodnos¢.

Grafen w czystej postaci charakteryzuje si¢ duzg hydrofobowoscig, jednak defekty
struktury wystepujace na jego powierzchni umozliwiajg wprowadzanie rdéznego rodzaju
modyfikacji chemicznych. Najczesciej zmiany polegaja na wprowadzeniu okreslonych grup
funkcyjnych zawierajacych atom tlenu, z utworzeniem wigzan kowalencyjnych. Wykorzystane
sg rowniez metody modyfikacji, w ktorych oddziatywania miedzy grafenem a modyfikujaca go
substancjg opierajg si¢ na sitach van der Waalsa oraz sitach elektrostatycznych lub wigzaniach
wodorowych i koordynacyjnych, a takze na oddziatywaniach warstwowych typu n-n [64]. W
przypadku wigzan kowalencyjnych przemiany dotycza najczesciej modyfikacji powierzchni
grafenu z uzyciem ro6znego rodzaju polimerow, m.in.: glikolu polietylenowego (PEG), kwasu
poliakrylowego (PAA), polilizyny, polietylenoiminy [47], [64]-[69]. Naturalne biopolimery
charakteryzuja si¢ biokompatybilnoscia, co wplywa na obnizenie toksycznos$ci potaczonego z
nimi grafenu [70], [71].

Syama i wsp. informuja tez, iz materialy grafenowe sg mniej toksyczne w obecnosci
uzywanego w hodowlach komoérkowych serum ptodowego z cielat FBS (ang. fetal bovine
serum) [47]. Yang i wsp. przeprowadzili badania cytozgodnosci in vivo przy uzyciu ptatkow
grafenowych zawieszonych w biokompatybilnym polimerze PEG. GNP wszczepiane byty do
organizmu myszy. Biochemia krwi, badania hematologiczne i histologiczne wykazaty iz
dhugotrwate oddziatywanie GNP nie powodowato zadnej toksycznos$ci [72]. Wojtoniszok z
zespotem badali GO i rGO zawieszane w dwoch materiatach: PEG oraz Pluronic (PLR ang.
polyethylene  glycol-polypropylene  glycol-polyethylene glycol) [73]. Porownanie
oddziatywan GNP pokrytych tymi materialami wykazalo iz GNP w potaczeniu z PEGiem
wykazuje biokompatybilno$¢ wzgledem mysich fibroblastow linii L929.

Biozgodnos¢ zalezna jest takze od formy uzycia nanomateriatu w hodowli komérkowe;j
oraz jego interakcji z komorkami. Nawet jesli nanoczastki grafenowe zbadane in vitro lub
wszczepione do organizmu zywego in Vivo wykazuja toksyczno$é, to zastosowane w postaci
warstwy materiatu na powierzchni, charakteryzujg si¢ czgsto biozgodnoscia [56], [74]. Dlatego
materiaty grafenowe stosowane jako podtoze do hodowli komorkowych, pokrycie implantow
czy membran nie powoduja toksycznosci, lub wywotujg ja w minimalnym stopniu [33], [56]

Kumar i wsp. w artykule przegladowym [33] opisuja wiele badan, w ktorych materiaty
GO i rGO, wykorzystane w postaci warstwy nie powodowaly toksycznoséci wzgledem réznych

typow komorek. Wymieniaja oni m.in. badania dowodzace biokompatybilnosci warstw
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grafenowych wzgledem mysich i ludzkich fibroblastow [15], [75] , mysich i ludzkich komoérek
nerwowych [76], [77], oraz szczurzych i ludzkich mezenchymalnych komorek macierzystych
[78]-[80] .

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze ocena toksyczno$ci grafenu jest bardzo trudnym
zadaniem. W pordéwnaniu do innych nanoczgsteczek, gdzie jedynymi kryteriami jest ich
koncentracja i czas oddzialywania, grafen, jako ogélnie pojety material weglowy, do okreslenia
biozgodno$ci wymaga zbadania znacznie wigkszej liczby parametrow, w tym wielkoSci
czgstek, ich ksztattu, stanu aglomeracji [20]. Z tego powodu nie znaleziono jeszcze
jednoznacznej odpowiedzi na pytanie o toksyczno$¢ materiatow grafenowych, a w literaturze
pojawiaja si¢ sprzeczne opinie na ten temat [47], [81]. Cz¢$¢ naukowcodw uwaza, ze grafen jest
biozgodny, natomiast inni, ze moze wykazywaé toksyczno$¢é. Dyskusje mogg byc
spowodowane ro6znymi czynnikami, poczawszy od odmiennos$ci w interakcji z grafenem
poszczegodlnych typéw komorkowych, poprzez sposob zastosowania nanomateriatu w hodowli
komorkowej, az po rodzaj zastosowanych w badaniach materialow grafenowych, rdznigcych
si¢ wlasciwosciami fizykochemicznymi [22]. Niezaleznie od niespdjnych opinii zwigzanych z
tematem biozgodno$ci grafenu, bezdyskusyjny jest fakt, iz material ten znajduje coraz
powszechniejsze zastosowanie w aplikacjach medycznych oraz w inzynierii biomedycznej
[13]. Na podstawie literatury mozemy wywnioskowaé, iz wykorzystanie najnowszych
osiggnie¢, w zakresie badan nad materiatami grafenowymi, moze przyczynic¢ si¢ do znacznego

postepu w wielu dziedzinach nauk medycznych i farmaceutycznych.

2.1.3. Zastosowanie GNP w medycynie
Obecnie za najwazniejsze kierunki badan nad zastosowaniem materialdéw grafenowych
w medycynie uwaza si¢ przedstawione na rysunku 2:

e wykorzystanie GFNs jako no$nika dla zwigzkéw aktywnych biologicznie m.in. do
dostarczania do organizmu lekow, enzymow, przeciwcial, itd. lub genow oraz leczenia
chorob nowotworowych

e profilaktyka i leczenie zakazen bakteryjnych

e wykorzystanie GFNs w inzynierii tkankowej jako materiaty podtozowe lub rusztowania
komorkowe zwane skafoldami do hodowli komorkowych oraz do stymulacji

proliferacji i roznicowania komorek macierzystych
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GRAFEN

Rysunek 2. Zastosowania materiatow grafenowych w medycynie 1) Dostarczanie lekow
I genéw, 2) Leczenie chorob nowotworowych 3) Profilaktyka i leczenie zakazen
bakteryjnych) 4) Zastosowanie jako podtoza i skafoldy w hodowlach komorkowych
5) Stymulacja proliferacji komorek macierzystych

Szereg unikalnych witasciwosci fizykochemicznych wynikajacych z ptaskiej struktury
grafenu w polaczeniu z jego biokompatybilnoscia Sprawia, iz material ten moze by¢ z
powodzeniem stosowany jako no$nik réznego rodzaju mikro- i makroczasteczek do $cisle
okreslonych tkanek organizmu. Przeprowadzone w wielu osrodkach naukowych analizy
wykazaty mozliwos¢ stosunkowo tatwego dotaczania do czasteczek grafenu réznych zwigzkow
aktywnych biologicznie, w tym m.in. lekow, enzymow, przeciwciat, sktadnikéw odzywczych,
zwigzkow mineralnych a takze genow [64], [82]. Mozliwo$¢ wykorzystania nanomateriatow
grafenowych jako platform transportujacych réznego rodzaju zwiazki, stwarza mozliwos¢
szerokiego zastosowania grafenu w obszarze badan, diagnostyki oraz leczenia wielu jednostek
chorobowych.

Szacuje sie, iz tzw. powierzchnia czynna grafenu jest przecietnie cztery razy wigksza
niz innych znanych uktadoéw transportujacych czasteczki lekow. Dzigki temu grafen moze
przenie$¢ substancj¢ aktywng w ilosci siegajgcej dwukrotno$ci jego masy czgsteczkowej [64].

Ponadto duza powierzchnia czynna grafenu moze by¢ wykorzystana podczas tzw. terapii
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skojarzonej, polegajacej na jednoczesnym podawaniu dwoch Iub  wiecej S$rodkow
farmakologicznych [83]. Ma to szczegolne znaczenie w przypadku leczenia chorob
wymagajacych wdrozenia ztozonej, wielokierunkowej terapii. Wowczas zastosowanie
wielofunkcyjnej platformy grafenowej, bedacej nosnikiem jednocze$nie wielu substancji
czynnych, o réoznych wiasciwosciach, moze stanowi¢ podstawe skuteczno$ci zastosowanego
leczenia. Ponadto dziatanie grafenu ograniczone jest do miejsca jego podania i nie uszkadza
innych tkanek, co ma ogromne znaczenie z punktu widzenia bezpieczenstwa wdrozonego
leczenia [61].

Jednym z najwazniejszych i najbardziej obiecujacych obszarow badan z zastosowaniem
grafenu jako nosnika lekow jest leczenie chorob nowotworowych. Grafen bowiem nie tylko
moze by¢ nosnikiem substancji, w tym lekéw o juz udowodnionej skutecznosci terapeutycznej,
ale takze sam usmierca komorki nowotworowe.

Yang i wsp. oraz Zhou i wsp. przedstawili wyniki udanej terapii antynowotworowej z
uzyciem doksorubicyny, nalezgcej do grupy antybiotykéw antracyklinowych, naniesionej na
tlenek grafenu [84]. [85]. Zhang iwsp. [86] otrzymali tlenek grafenu funkcjonalizowany
kwasem foliowym (GO-FA), ktory postuzyt jako nosnik dla dwoch lekow
przeciwnowotworowych — doksorubiicyny (DOX) i kamptotecyny (CPT). Jak wykazano,
jednoczesne podanie obu chemioterapeutykow bylo bardziej efektywne w porownaniu z
zastosowaniem GO-FA-DOX lub GO-FA-CPT oddzielnie. Chen iwsp. [87] z dobrymi
rezultatami stosowali uktad tlenku grafenu sfunkcjonalizowany kwasem poliakrylowym (PAA-
GO) z przylaczong karmustyna, zwiazkiem z grupy chemioterapeutykow stosowanym przy
leczeniu pacjentow z nowotworami mozgu. Zachecajace wyniki dostarczajg badania nad
uktadami tlenek grafenu—chitozan (GO-CS) wzbogaconymi o foliany (dla kierunkowej dostawy
lekow przeciwnowotworowych) [88]. Liu i wsp. [69] poddali ocenie takze uktad tlenku grafenu
sfunkcjonalizowanego glikolem polietylenowym (PEG-GO), do ktérego przylaczono
dziatajacy przeciwnowotworowo zmodyfikowany zwigzek kamptotecyny. Jak wykazali,
utworzony w ten sposoéb kompleks byt nawet 1000 razy bardziej aktywny w poroOwnaniu z
niezwigzang z materiatem grafenowym postacig kamptotecyny.

Chociaz grafen nie wykazuje istotnej cytotoksycznosci wzgledem komoérek zdrowych,
wyjasnienia Wymaga zjawisko bezposredniej toksycznej aktywnosci materiatow grafenowych
wzgledem komorek zmienionych nowotworowo. Obecnie sugeruje si¢ trzy mechanizmy
bezposredniego niszczenia komorek nowotworowych oraz bakterii, przede wszystkim przez
nanoptatki grafenowe oraz tlenek grafenu. Po pierwsze uwaza si¢, ze komorki ulegajace

zZniszczeniu moga by¢ przecinane przez ostre krawedzie ptatkow grafenu. Zgodnie z drugim
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proponowanym mechanizmem, ptatki grafenenowe owijajg si¢ wokdt komorek, odcinajac
dostep tlenu i sktadnikow odzywczych, co prowadzi do ich $mierci. Trzecia teoria,
uwzgledniajgca wytwarzane w obecnosci ptatkow grafenu aktywnych form tlenu, zaklada
niszczenie komorek w mechanizmie stresu oksydacyjnego, a wigc stanu braku réwnowagi
pomiedzy dziataniem reaktywnych form tlenu, a biologiczng zdolnoscig do szybkiej naprawy
wyrzadzonych w komorce uszkodzen.

W zwiazku z odkryciem opisanych wyzej przeciwbakteryjnych whasciwosci GFNs [12],
[25] oraz coraz czgsciej potwierdzanym faktem, iz materialy te wplywaja na morfologie,
metabolizm i zywotno$¢ komorek drobnoustrojow [56], interakcje GFNs - bakterie sa coraz
czesciej badanym zagadnieniem. Wielu naukowcow sugeruje, iz materiaty grafenowe, ze
wzgledu na toksyczno$¢ bakteryjng, moga w przysztosci znalez¢é szerokie zastosowanie w
produkcji powlok antybakteryjnych oraz produktow przeciwdrobnoustrojowych [12], [13].
Niska cytotoksyczno$¢ materiatow grafenowych w stosunku do komorek ssakow [89]
dodatkowo zwigkszyta zainteresowanie tym materialem w kontek$cie wlasciwoSci
bakteriobdjczych oraz zastosowaniu w hamowaniu mechanizmu przytaczania si¢ bakterii do
podtoza [1].

Jedne z pierwszych testow antybakteryjnosci materiatow grafenowych przeprowadzono
w 2010 r. Wykazano wtedy, ze nanomaterialy bazujgce na grafenie, w szczegdlnosci na GO
mogg skutecznie hamowac¢ wzrost bakterii E. coli, z calkowitg utratg ich zywotnosci (98,5%)
[90]. Akhavan i wsp. [91] takze zbadali toksyczno$¢ GO oraz rGO wzgledem bakterii z rodziny
gram-ujemnych: E. coli oraz gram-dodatnich: S. aureus. Obie pochodne grafenu wykazaty si¢
wlasciwosciami antybakteryjnymi. Zaobserwowano bezposrednig interakcje miedzy ostrymi
krawgdziami nanoczastek, a btong $ciany komorkowej bakterii [12], [13], [91]. Gurunathan
I wsp. opisujg antybakteryjne dziatanie materiatow GO i rGO wzgledem bakterii pseudomonas
aeruginosa. Wykazali zalezne od st¢zenia zmniejszenie zywotno$ci komorek [47], [92].
Barbolina iwsp. natomiast zakwestionowali wlasciwosci antybakteryjne materiatlow
grafenowych. Na podstawie badan przeprowadzonych na GO zasugerowali, ze 10
zanieczyszczenie materialu determinuje jego aktywno$¢ przeciwbakteryjng. Testy wykazaty,
ze GO ani nie hamowato, ani nie stymulowato wzrostu bakterii, zarowno dla bakterii E. coli,
jaki S. aureus, po tym gdy material zostat chemicznie oczyszczony z pozostatosci kwasowych.
Wedle autorow nieoczyszczony GO zadzialal antybakteryjnie wtasnie z powodu wystepowania
zanieczyszczen kwasowych bedacych pozostatoscig po wytwarzaniu materiatu grafenowego

[93].
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Aktualnie uwaza si¢, ze mechanizmy oddzialywania materiatow grafenowych na
komorki bakteryjne zalezne sa 0d wiasciwosci materialu takich jak rozmiar, powierzchnia
wlasciwa, funkcjonalizacja, i wlasciwosci elektryczne [1], [14]. Na interakcj¢ z bakteriami
wplywa wigc rowniez rodzaj badanego materiatu grafenowego [1]. Inne czynniki majace
wplyw na toksyczno$¢ to stezenie nanomateriatu [47], [92] oraz jego czystos$¢ [93]. W zwigzku
z tym badacze opisuja rézne oddzialywania grafenu wzgledem bakterii, a mechanizm tych
oddziatywan nie jest jeszcze do konca wyjasniony.

Trwajace badania poskutkowaly powstaniem trzech réznych teorii, pokazanych na
rysunku 3, majacych na celu wyjasnienie podstawowych czynnikéw bedacych przyczyna

antybakteryjno$ci materiatow grafenowych.

TEORIE WYJASNIAJACE TOKSYCZNOSC
GRAFENU WZGLEDEM BAKTERII

Rysunek 3. Teorie wyjasniajqce toksycznosé grafenu wzgledem bakterii

Toksyczno$¢ nanoczastek z rodziny GFNs wzgledem bakterii moze by¢ zwigzana z
mechanicznym niszczeniem blony komorkowej, wywotaniem stresu oksydacyjnego,
odizolowania bakterii od $rodowiska zewnetrznego. Mechanizmy te moga dziata¢ zar6wno
oddzielnie jak iw potaczeniu, a ich skutkiem jest dzialanie bakteriobodjcze, zwigzane z
bezposrednim zabijaniem komorek bakteryjnych, lub bakteriostatyczne, polegajace na
nieinwazyjnym hamowaniu wzrostu bakterii i biofilmu bakteryjnego [1], [14].

Fizyczne oddzialywanie grafenu z bakteryjng btong komorkowg wywiera ogromny
wplyw na interakcje tego materiatu z bakteriami [47]. Jeden z czynnikéw wywotujgcych
mechanizm toksycznosci jest wyjasniany bezposrednim oddzialywaniem ostrych krawedzi
nanoczastek grafenowych z btong komorkowa bakterii [13]. Przecinajg one btony komérkowe
bakterii, powodujgce przez to jej powazne uszkodzenia, skutkujgce wyciekiem materiatu
wewnatrzkomorkowego i ostatecznie $miercig komorki [1], [47].

Zhou i wsp. [56], [94] wykorzystali transmisyjny mikroskop elektronowy (TEM, ang.
transmission electronmicroscope) do potwierdzenia trojstopniowego mechanizmu uszkadzania
btony komorkowej bakterii E. coli w kontakcie z tlenkiem grafenu. Na poczatku GO nie

wywotywat toksycznych reakcji. W trakcie obserwacji zauwazono jednak, iz z czasem blony
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bakteryjne czesSciowo utracily integralno$¢, a powierzchniowa gestos¢ fosfolipidow,
stanowigcych istotny sktadnik blony komorkowej, ulegta zmniejszeniu. Dalsze oddziatywanie
grafenu spowodowato powazne uszkodzenie btony komodrkowej bakterii, a z wigkszosci
komorek nastgpit wyciek zawartosci komorkowe;.

Kolejnym mechanizmem jest stres oksydacyjny, ktory powoduje utlenianie sktadnikow
komorkowych, takich jak lipidy, kwasy nukleinowe oraz biatka, powodujac generowanie tzw.
reaktywnych form tlenu ROS (ang. reactive oxygen species). Mechanizm ten moze ostatecznie
doprowadzi¢ do zniszczenia blony komérkowej i zahamowania wzrostu komérkowego bakterii
[47], [95], [96]. Wykonano liczne badania dowodzace, iz to wilasnie stres oksydacyjny
I zwigzana z nim produkcja ROS w duzej mierze przyczyniajg si¢ do cytotoksycznosci
bakteryjnej grafenu [1], [14], [47]. Gurantanowi i wsp. udato si¢ wykazaé, ze GO zachowuje
si¢ toksyczne wzgledem bakterii P. aeruginosa, co jest zwigzane z generowaniem stresu
oksydacyjnego [56], [92]. Zredukowany tlenek grafenu rGO wykazat zmniejszone hamowanie
zywotno$ci bakterii. Mimo to material ten nadal wywotywat stres oksydacyjny, wplywajacy na
aktywno$¢ mikroorganizmow.

Trzecim sugerowanym mechanizmem toksycznego oddziatywania na mikroorganizmy
przy uzyciu materiatlow grafenowych jest odciecie bakterii od $rodowiska zewnetrznego.
Mechanizm ten okreslany jest jako ,,putapka izolacyjna” [13], [14]. W tym wypadku materiat
grafenowy, w szczegdlnos$ci aglomeraty, otaczajg bakterie, izolujac je od pozywki wzrostowej
i tlenu [97]. W ten sposob komorki nie maja dostgpnosci do sktadnikow odzywczych
niezbednych do ich wzrostu. Prowadzi to do $mierci komorek [98].

Jednakze interakcja bakterii z grafenem jest silnie zalezna od orientacji powierzchni
materialu grafenowego wzgledem bakterii. W zwigzku z tym, sposoéb w jaki grafen jest
aplikowany w hodowlach komoérkowych, moze znaczaco wplywaé na specyfike jego
antybakteryjnego oddziatywania [1]. Gdy nanoczastki grafenowe sg unieruchamiane na
powierzchni podtozowej w postaci warstwy, ich interakcja z bakteriami znacznie rozni si¢ od
oddziatywan migdzy zawieszonymi w hodowli komérkowej nanoczastkami oraz bakteriami
[14], [95]. Niszczenie btony komorkowej przez jej przebijanie lub rozcinanie w kontakcie z
materialem grafenowym jest przede wszystkim spowodowane przez ortogonalne
oddziatywanie z krawe¢dziami nanoczastek [94]. Warstwy i powtoki grafenowe zmniejszaja
ortogonalne oddziatywania komoérek z krawedziami, dzigki czemu nie powodujg zniszczenia
komorek bakteryjnych [14]. Mimo to, przeprowadzone przez Hui i wsp. badania wykazaty, iz
interakcja z krawedziami nanoczgstek skutkujaca bezposrednig penetracjg blony komorkowe;j,

nie jest konieczna dla antybakteryjnego dziatania materiatu grafenowego [99]. Gdy tlenek
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grafenu zastosowano w postaci warstwy, a komorki tylko nieznacznie byty narazone na kontakt
z krawedziami nanoczastek, wzrost bakterii na podtozu wcigz byl hamowany. Wyniki tych
badan potwierdzili Mangadlao i wsp. [100]. Udowodnili, ze skuteczno$¢ przeciwbakteryjna
grafenu nie zalezy od jego ostrych krawedzi, ale od kontaktu, ktory ma miejsce miedzy
plaszczyzng podstawowa GO a komorkami E. coli. Stwierdzili, ze 89-cio procentowg
skuteczno$¢ zabijania bakterii E. coli mozna uzyskaé przy uzyciu warstwy GO wytworzonej
metoda ograniczajaca zakres ekspozycji ostrych krawedzi [1].

Na szczegolng uwage zastuguja takze badania wykonane przez Li iwsp. [101].
Przetestowali oni interakcje bakterii S. aureus i E. coli osadzonych na warstwach z GO oraz
rGO wyprodukowanych metodg osadzania z fazy gazowej (CVD ang. chemical vapor
deposition), na trzech podtozach o réznych wlasciwosciach elektrycznych. Zastosowali
przewodzace podtoze miedziane, potprzewodnikowe podloze germanowe oraz nieprzewodzace
podtoze ceramiczne. Wykazali, ze toksyczne wzgledem bakterii dzialanie powierzchni
pokrytych grafenem jest zwigzane z elektronicznymi whasciwosciami podtoza [101]. Warstwy
grafenowe umieszczone na Cu i Ge hamowatly wzrost bakterii, podczas gdy na podtozach SiO>
zaobserwowano proliferacje bakterii. Wedle autoréw materiat grafenowy przechwytuje
elektrony z wnetrza komorek bakteryjnych, przerywajac w ten sposob transfer elektronow
tancucha oddechowego blony komorkowej, wywotujac tym samym stres oksydacyjny [1].
Autorzy zasugerowali, iz to transfer elektronow jest podstawowa przyczyna toksyczno$ci
wobec bakterii. SiO2 bedacy izolatorem spowodowal zatrzymanie transferu elektronow, w
zwigzku z czym wzrost bakterii na tym podiozu nie zostat zahamowany. Mozna wigc
stwierdzi¢, ze materialy grafenowe wykazujace przewodnictwo elektryczne moga skutecznie
dziata¢ jako przewodzgce mostki nad izolujgcag warstwa lipidowa btony komorkowej. Pozwala
to na przekazanie energii z wnetrza komorki bakteryjnej do otoczenia zewnetrznego [47]
i unieszkodliwienie bakterii [1], [47], [101].

Podsumowujac, odpowiedzig na ogromne zapotrzebowanie na opracowywanie nowych
lekoéw przeciwbakteryjnych i terapii w walce z infekcjami bakteryjnymi, ktore stato si¢ ostatnio
jednym z glownych nurtow badan naukowcoéOw walczacych z infekcjami i zakazaniami
szpitalnymi [1] moze by¢ zastosowanie warstw | powlok wykonanych z przewodzacych
materiatow grafenowych, takich jak nanoptatki grafenowe. Badania te maja ogromne znaczenie
dla medycyny, tym bardziej, iz istniejg doniesienia literaturowe wykazujace, ze przewodzace
warstwy grafenowe, chociaz szkodliwe wzgledem bakterii, nie sg toksyczne wzgledem
komorek ludzkich. Jest to prawdopodobnie zwigzane z réoznicami w budowie obu rodzajow

komorek oraz brakiem jadra komérkowego w organizmach bakteryjnych [102].
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W zwigzku z tym, dzig¢ki potencjalnej biozgodnos$ci grafenu oraz warstw grafenowych
mozliwe jest takze jego wykorzystanie w inzynierii tkankowej. Co wigcej, unikalne, opisane w
rozdziale 1.1., wlasciwos$ci grafenu czynig z niego material o bardzo duzym potencjale, pod
wzgledem zastosowan w tym obszarze inzynierii biomedycznej.

Termin inzynieria tkankowa narodzit si¢ w 1988 roku w trakcie spotkania
amerykanskiej Narodowej Fundacji Nauki. W rozumieniu uczestnikow obejmowat
,zastosowanie podstaw imetod inzynierii oraz nauk biologicznych w celu zrozumienia
zalezno$ci miedzy strukturg a funkcja w prawidtowe;j, a takze patologicznej tkance ssaczej oraz
opracowanie biologicznych substytutéw umozliwiajacych naprawe lub regeneracje tkanki albo
organu, a w efekcie — odzyskanie ich funkcjonalnosci”. W 1993 Langer i Vacanti podsumowali
pierwsze dokonania na tym polu i zdefiniowali inzynieri¢ tkankowg jako ,.interdyscyplinarng
dziedzing, wykorzystujacg podstawy inzynierii inauk biologicznych w celu pozyskania
biologicznych zamiennikow, ktore przywracaja, utrzymuja lub poprawiaja funkcjonowanie
organu” [103]-[105]. Inzynieria tkankowa obejmuje manipulacje koméorkami macierzystymi
oraz somatycznymi. Dziedzina ta obejmuje takze konstruowanie odpowiednich rusztowan
podtrzymujgcych komorki, wptywanie na strukturg i warunki wzrostu tkanek oraz utrzymanie
sprzyjajacych parametrow fizykochemicznych otoczenia. W potgczeniu z metodami
wykorzystujacymi komorki macierzyste, inzynieria tkankowa pozostaje w obszarze
zainteresowania tak zwanej medycyny regeneracyjnej.

Ze wzgledu na doskonate wilasciwosci mechaniczne, tzn. duzg wytrzymatos$¢
I elastyczno$é, grafen znalazt zastosowanie m.in. jako material wzmacniajacy hydrozele,
biodegradowalne folie, nanowtdkna iinne materiaty tworzace szkielety irusztowania w
inzynierii tkankowej [58], [64], [110], [111], [76], [78], [82], [102], [106]-[109].

Skafoldy hydrozelowe z dodatkiem tlenku grafenu oraz chitozanu (GO-CS)
wykazywaty znaczaca poprawe adhezji komorek, ich réznicowania, proliferacji i odktadania
fosforanu wapnia przez mysie komorki osteoblastow PPR- MC3T3-E1. Omawiane rusztowania
charakteryzowaty si¢ lepszymi wlasciwosciami mechanicznymi i nizszym tempem degradacji,
niz rusztowania bez materiatu grafenowego [106].

Wiele publikacji naukowych wykazuje przydatnos¢ platform pokrytych warstwg
grafenowa do proliferacji i ukierunkowywania wzrostu (réznicowania) indukowanych
pluripotencjalnych komoérek macierzystych (iPSC), ludzkich mezenchymalnych komorek
macierzystych (hMSC), ludzkich nerwowych komoérek macierzystych (hNSC) oraz
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preosteoblastow w osteoblasty [76], [112], [113]. Szybkos$¢ osteogennego réznicowania
hMSC, a wiec r6znicowania w celu uzyskania komorek kostnych, na podtozu grafenowym byta
poréwnywalna do réznicowania si¢ komorek w obecnosci naturalnych biatek kosci (BMP-2)
[58]. Wykazano lepsza proliferacje i silniejszg polaryzacje hMSC w obecnosci fluorowanego
grafenu, dzigki czemu mozliwe bylo sterowanie roznicowaniem komorek w celu wytworzenia
neuronow [108].

Fan i wsp. poddali ocenie rusztowanie ztozone z GO-CS [109]. Uzyskane wyniki
wskazujg na mozliwo$¢ zastosowania takiego rozwigzania do namnazania, transplantacji oraz
roznicowania komoérek macierzystych w komorki migéniowe i kostne, a takze w terapii
regeneracji chrzastki stawowej [78]. Lu i wsp. wykazali pozytywny wptyw grafenu na gojenie
si¢ ran u myszy 1 krolikow. Jest to zwigzane z wykazanych przez nich faktem, iz obecno$¢
wolnych elektronéw w grafenie nie wplywa negatywnie na namnazanie si¢ komorek
eukariotycznych (posiadajacych jadro komorkowe), ale hamuje namnazanie komorek
prokariontyczych (bez jadra komorkowego), takich jak rézne rodzaje bakterii, w tym
gronkowce. Zapobiega to rozwojowi drobnoustrojow [102]. Rownie korzystne wyniki w
leczeniu ran otrzymali m.in. Jayakumar i wsp, ktorzy oceniali wtasciwosci chitozanowego
hydrozelu wzbogaconego o tlenek grafenu [111].

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, iz mozliwos¢ zastosowania najnowszych osiggniec
inzynierii materialowe] na polu inzynierii tkankowej cieszy si¢ coraz wigkszym
zainteresowaniem ze strony $rodowisk naukowych, a dostgpne doniesienia literaturowe
potwierdzajg fakt, iz grafen i materiaty grafenowe stanowig doskonate podtoza do zastosowan
w tym obszarze.

Jednakze, aby mozliwe bylo zastosowanie grafenu w opisanych wyzej aplikacjach
medycznych, szczegdlnie w inzynierii tkankowej, niezbedne jest opracowanie zarowno
specjalnych technik i metod jego nanoszenia, jak i materialow, zwanych heterofazowymi

atramentami, w ktorych GNP mogg by¢ przenoszone na r6znego rodzaju medyczne podtoza.
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2.2. Atramenty heterofazowe i hydrozele
W inzynierii tkankowej 1 biomedycynie wydzieli¢ mozna kilka réznych metod,
dotyczacych sposobu wykorzystania nanomaterialdow w prowadzeniu hodowli komérkowych.

Metody te zobrazowane zostaty na rysunku 4.

WYKORZYSTANIE NANOMATERIALOW
W BIOMEDYCYNIE

Rysunek 4. Metody wykorzystywania nanomateriatow w biomedycynie

Pierwsza z metod zaklada dodawanie nanomateriatbw w postaci nanoczastek,
bezposrednio do prowadzonej hodowli komdrkowej [114]. Inne podejscie polega na nanoszeniu
nanomateriatow w postaci biozgodnych atramentéw na podloza, w celu utworzenia warstw lub
wzorow. Nastepnie komorki wraz z pozywka nakladane sa na pokryta nanomaterialem
powierzchnig [115], w celu prowadzenia hodowli komérkowe;j in vitro [114]. Coraz wigkszym
zainteresowaniem cieszy si¢ takze metoda polegajaca na nanoszeniu metodg druku zywych
komorek (ang. bioprinitng), zawartych wraz z pozywka, substancjami odzywczymi
| nanomateriatem w specjalnych atramentach zwanych takze hydrozelami, oraz ich osadzaniu
na réznego rodzaju podtozach i rusztowaniach komérkowych — skafoldach [116] [115].

Jednakze to warstwy i pokrycia, ktore umozliwiaja adherowanie i proliferacj¢ komorek
sa jednym z najistotniejszych zagadnien bioinzynierii. Pokrywanie implantow czy skafoldow
biozgodnymi materiatami wptywajacymi na zachowanie komorek ma ogromne znaczenie dla
inzynierii tkankowej [56]. Do nanoszenia nanomateriatdbw w postaci warstw, jak i drukowania
komorek, wykorzystywane sg kompozytowe materialy, zwane atramentami biologicznymi,
bioatramentami lub hydrozelami [117]. Technologia wytwarzania atramentéw biologicznych
jest ogromnym wyzwaniem [118], poniewaz, aby mogty one by¢ stosowane w biomedycynie,
muszg jednoczes$nie spetniaé, opisane w rozdziale 5, wymogi dwoch réznych dziedzin nauki:
inzynieryjno-techniczne oraz biologiczne [119]. Po pierwsze kluczowe jest zapewnienie
odpowiednich wtasciwos$ci atramentu od strony technicznej. Szczegdlnie istotne s3 wymagania
dotyczace wlasciwosci ptynow, a wigc lepkos¢ i napigcia powierzchniowe atramentu whasciwe
dla stosowanej techniki wytwarzania warstw [119]. Ponadto istotne sg takze jednorodno$¢

i stabilno$¢ atramentu. Wymagania te mogg zosta¢ spetlnione tylko przy witasciwym doborze
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kompozycji i technologii wytwarzania atramentu. Ze wzgledu na komorki oraz zastosowanie
warstw w inzynierii biomedycznej i aplikacjach medycznych, atrament musi by¢ takze
cytozgodny, tzn. nie powodujacy zmian w integralnos$ci blony komorkowej, nie blokujacy
aktywno$ci enzymow zwigzanych z metabolizmem komorki oraz nie hamujacy proliferacji.
Biozgodne atramenty stosowane do wytwarzania warstw stuzacych jako podtoza do hodowli
komoérkowych to zazwyczaj atramenty bazujace na roznych odmianach wegla, takze na

materialach grafenowych, ktore spetniaja wymog biozgodnosci.

2.2.1. Grafenowe atramenty heterofazowe do technik elektroniki drukowanej

Atramenty grafenowe, ktére spetniaja wspomniane wyzej wiasciwos$ci techniczne to
przede wszystkim kompozyty drukowane metodami elektroniki drukowanej, przeznaczone do
zastosowan elektronicznych. W literaturze znalez¢ mozna opis badan zwigzanych z takimi
heterofazowymi zawiesinami bazujacymi na réznych formach grafenu. Jednakze znaczna
wigkszo$¢ prac dotyczy drukowania atramentéw zawierajacych tlenek grafenu lub jego
chemiczne pochodne, takie jak redukowany tlenek grafenu [34], [36], [120]-[125]. Niewiele
publikacji opisuje zastosowanie atramentéw heterofazowych z nanoptatkami grafenowymi
[37], [40] lub ptatkami grafenowymi modyfikowanymi innymi materiatami juz na poziomie ich
wytwarzania [39], [41], [42].

Torrisi i wsp. [37] wykorzystal w atramentach nanoptatki grafenowe wytworzone w
procesie eksfoliacji. W trakcie eksfoliacji zawiesil on ptatki grafenu w N-metylopirolidonie
(NMP). W celu otrzymania wiasciwej reologii powstatg zawiesing (GNP/NMP) zmieszat z
r6zng zawartoscig glikolu etylenowego (od 20 do 80%).

W innej publikacji [40] autorzy takze wykorzystali ptatki grafenowe z bezposrednie;j
eksfoliacji, wykonanej w dimetyloformamidzie (DMF). Bazg atramentu byly GNP zawieszone
w terpineolu z dodatkiem EC. Zastosowanym rozpuszczalnikiem zmniejszajacym lepko$é
zawiesiny byt alkohol etylowy. Autorom udato si¢ uzyskac stabilng zawiesing grafenowa, ktora
z powodzeniem zastosowali jako przewodzacy atrament grafenowy.

W ostatnich czasach, czgsto juz na poziomie wytwarzania proszku wykonywana jest
modyfikacja, ktorej zadaniem jest utatwienie dyspersji grafenu w rozpuszczalnikach. Zaréwno
Secor et al. [41] jak i Li et al. [42] do wytwarzania atramentow wykorzystali GNP zmieszane
z EC, dodang w trakcie eksfoliacji. Bazujac na tych wynikach Secor et al. w 2017 roku opisat
badania dotyczace proszku GNP z dodatkiem nitrocelulozy, dodanej takze w trakcie eksfoliacji
[39].

34



Secor et al. [41], dzieki zastosowaniu etyocelulozy, zaobserwowal poprawe w dyspersji
ptatkow w réznych rozpuszczalnikach. W artykule materiat GNP/EC zdyspergowano z
mieszaning cyklohexanonu i terpineolu. Po wytworzeniu proszku GNP/EC w drugim
przypadku [42], wykonano dwa atramenty bazujace na mieszaninie terpineolu i alkoholu
etylenowego. Proszek zostal przy pomocy ultradzwiekow zawieszony w rozpuszczalnikach.
Wytworzono atramenty do blade coatingu, z dodatkiem 20% terpineolu. Ich rozcienczenie, przy
uzyciu alkoholu etylowego, pozwolito im otrzyma¢ atrament do spin coatingu.

Secor 2017 [39] zaprezentowal natomiast proszek grafenowo/nitrocelulozowy, przy
uzyciu ktorego stworzyt atramenty o szerokiej gamie lepkosci — do bardzo réznych technik
elektroniki drukowanej, takich jak powlekanie natryskowe, druk strumieniowy i blade coating.
Dla druku strumieniowego zastosowal proporcje 75:15:10 - mleczan etylu/octan oktylu/glikol
etylenowy. Zmieniony sktad: 80:20 — aceton/mleczan etylu, zastosowany zostal w atramencie
do powlekania natryskowego.

Analiza literaturowa wskazuje iz heterofazowe atramenty bazujace na GNP nie zostaty
jeszcze doglebnie przebadane. Jednakze pojawiajace si¢ publikacje, zwigzane z tym tematem,
wskazuja na zastosowanie przy wytwarzaniu atramentéw z GNP materiatow takich jak glikol
etylenowy, terpineol, etyloceluloza, n-metylopirolidon, dimetyloformamid. Niestety, materiaty
te, powszechnie stosowane do wytwarzania atramentéw heterofazowych, s3 szkodliwe
wzgledem komorek. Chociaz sg stosowane przy wytwarzaniu grafenowych atramentow do
elektroniki drukowanej, nie moga by¢ uzyte przy wytwarzaniu biozgodnych, grafenowych

atramentoéw heterofazowych do aplikacji biomedycznych.

2.2.2. Heterofazowe atramenty biologiczne na bazie grafenu

Do aplikacji biomedycznych stosowane sa biokompatybilne zawiesiny zawierajace
komorki, stuzace do drukowania komorek na podtoza i skafoldy, wykorzystujace czgsto efekt
zelowania, zwigkszajacy zywotno$¢ komorek, powszechnie nazywane hydrozelami lub
bioatramentami [117], [119]. Materialy te zawieraja pozywke komorkowa suplementowang
biatkami lub cukrami (np. kolagen, fibryna, polisacharydy) [119]. Inne komponenty dobierane
sa w zaleznos$ci od docelowych wlasciwosci fizycznych i reologicznych hydrozelu.

Wiele hydrozeli powstaje przy wykorzystaniu tylko medium podstawowego (np.
Dulbecco’s minimum essential med DMEM) i surowicy bydlgcej (FBS) [126]. Parsa et al. [127]
wytworzyl hydrozel poprzez potaczenie hepatocytow z pozywka — kolagenem witdknistym
rozpuszczonym w buferowanej soli fizjologicznej, wraz z komercyjnym surfaktantem Pluronic

PLR. Rowniez Chachal et al. [128] stworzyl hydrozel bazujacy tylko na materiale
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polisacharydowym Ficoll rozcienczonym DMEM z dodatkiem FBS lub samym surfaktancie
Pluronic. Do zawiesiny dodat komorki raka piersi. Obie zawiesiny stuzyly do drukowania
zywych komorek technologia druku strumieniowego, a surfaktant, dzigki modyfikacji napigcia
powierzchniowego, zapewnil prawidtlowe formowanie kropli atramentu w procesie druku.

Aby nada¢ hydrozelowi odpowiednie wtasciwosci mechaniczne, reologiczne i zelujace,
do zawiesiny dodaje si¢ takze inne, biokompatybilne materialy m. in.: gumg¢ gellanowa oraz
roznego rodzaju polimery rozpuszczalne w wodzie, takie jak kwas poliakrylowy (PAA),
poliglikol etylenowy (PEG), alkohol poliwinylowy (PVA) [119]. Skardal et al. [116]
zastosowat W tym celu rézne pochodne PEGu. Xu et al. [129] Informuje on takze, iz
doskonatym materiatem sg r6zne rodzaje alginianow. W swojej pracy do osadzania mysich
fibroblastow metoda druku strumieniowego zastosowat alginian sodu rozpuszczony w DMEM.
Hydrozel o podobnym sktadzie wykorzystat Catros et. al. [115] do naktadania komorek metoda
laserowa.

Na podstawie analizy literaturowej mozna stwierdzi¢, iz przy wytwarzaniu
bioatramentow, oprocz pozywek biologicznych najczesciej stosowane sg materialy takie jak
guma gellanowa, alginiany oraz r6znego rodzaju polimery rozpuszczalne w wodzie, takie jak
PAA, PEG, PVA oraz ich pochodne. Czgsto wspominany jest takze komercyjny surfaktant
Pluronic (PLR).

W literaturze mozna odnalezé pojedyncze badania zwigzane z hydrozelami
zawierajagcymi materiaty grafenowe [130], [131]. Li et. al. [130] wytworzyt hydrozel na bazie
alginianu sodu z dodatkiem wodnej zawiesiny tlenku grafenu. Jakus et al. [131] natomiast
wykorzystali hydrozel z dodatkiem biokompatybilnego elastomeru o nazwie poliaktyd-
coglikolid z dodatkiem nanoptatkéw grafenowych. Oba hydrozele wytworzone zostalty z mysla
0 zastosowaniu w tzw. ekstruzji — druku 3D komorek. Materialy takie majg znacznie wicksza
lepkos¢ niz te stosowane w powlekaniu natryskowym i druku strumieniowym.

Materialy grafenowe opisywane sg w literaturze jako potencjalne materialy do
wytworzenia biokompatybilnych podtozy do zastosowan biomedycznych [24]. W literaturze
jednak jest bardzo niewiele informacji o takich podlozach, a wykonane r6znymi technikami
warstwy nie spehlniaty czgsto wymogdéw adhezyjnych. Kim et .al. [114] hodowatl komorki
macierzyste na warstwie z tlenku grafenu wytworzonej metoda zanurzeniowa. Wykorzystat do
tego celu wodng zawiesing GO. Poniewaz nie zastosowal zadnego nos$nika, domniemywac
mozna o znikomej adhezji utworzonej warstwy. W innej publikacji odnalez¢ mozna informacje,
ze ludzkie osteoblasty hodowane byly na powloce GO otrzymanej metoda chemicznego
osadzania z warstwy gazowej [132].
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W 2018 Cheng [118] zaprezentowal bioatrament do druku strumieniowego
przeznaczony do zastosowan w aplikacjach biomedycznych. Jednakze, zastosowanym
materialem byt zawieszony w wodzie tlenek grafenu. Role nos$nika petit poliglicerol.

Grafenowe materiaty do zastosowan biologicznych wytworzyt takze Wojtoniszak i wsp.
[73]. Zawiesili oni GO i RGO w buforze fosforanowym (PBS ang. phosphate buffered saline)
wraz z r6znymi nosnikami m.in. PEG i Pluronic. Autorzy przeprowadzili badania stabilnos$ci
ptatkéw w wymienionych materiatach, ich stabilno$ci oraz cytozgodnosci po bezposrednim
dodaniu do hodowli komdrkowe;.

Po przeprowadzeniu analizy literaturowej stwierdzono, iz biozgodne atramenty
grafenowe przeznaczone do technik elektroniki drukowanej nie zostaly jeszcze doglebnie
przebadane. Wykonywane do tej pory atramenty ihydrozele grafenowe bazowaly na
nieprzewodzacym tlenku grafenu. Stosowane byty do technik takich jak ekstruzja, powlekanie
zanurzeniowe czy CVD. Tematyka wytwarzania i stosowania atramentow bazujacych na
przewodzacych nanoptatkach grafenowych, shuzacych do wykonywania przewodzacych,
mocno zwigzanych z podtozem warstw wykonywanych technikami elektroniki drukowanej, nie

byta jeszcze poruszana w literaturze.
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3. Cel pracy

Obszarem, wokol ktorego skupiona jest niniejsza rozprawa jest wytworzenie
wielozadaniowej warstwy charakteryzujacej si¢ jednocze$nie roznymi wilasciwosciami
pozwalajacymi na zastosowanie jej w aplikacjach biomedycznych, takimi jak biozgodnosc,
zdolno$¢ do stymulacji proliferacji komorek, a takze antyseptyczno$¢ lub toksyczno$é
wzgledem bakterii. Wazne sg takze wlasciwos$ci techniczne atramentu oraz wytwarzanej
warstwy, a wiec przewodnos¢ pradowa, wytrzymato$¢é mechaniczna, wysoka rozdzielczos¢
druku oraz adhezja do réznego rodzaju podtozy. Wytworzenie takiej warstwy w znacznym
stopniu przyczynitoby si¢ do rozwoju biomedycyny i inzynierii tkankowej. Wykorzystanie w
tym celu alotropowej odmiany wegla jakim jest grafen o unikalnych wtasciwosciach (opisanych

w rozdziale 1.1), czyni to zadanie coraz bardziej realnym.

Celem gtéwnym rozprawy jest opracowanie technologii biozgodnego, przewodzacego
atramentu grafenowego o wyzej wymienionych cechach, do zastosowania w wytwarzaniu
warstw i wzoréw nanoszonych technikami druku strumieniowego lub powlekania
natryskowego na potrzeby aplikacji biomedycznych. Kluczowym zadaniem jest takze
przebadanie wlasciwosci opracowanych atramentow, pod katem spetniania przez nie wymagan
technicznych stawianych zawiesinom heterofazowym w wymienionych technologiach

elektroniki drukowanej.

Do wytwarzania atramentow heterofazowych wykorzystane zostang nanoptatki
grafenowe. Materiat ten, bedacy alotropowa odmiang wegla, odznacza si¢ biozgodnoS$cig
i biodegradowalnoscia. Ponadto ptatki grafenowe, jako jedyne z rodziny materiatow
grafenowych (rozdziat 2.1.1), maja wilasciwosci zblizone do czystego grafenu — przede
wszystkim charakteryzuja si¢ wysokg przewodnoscig | wytrzymatoscia mechaniczng.
Wiasciwosci  elektryczne ptatkow grafenowych, moga zwigksza¢ ich oddziatywanie
antybakteryjne i umozliwi¢ wytwarzanie warstw i pokry¢ do zastosowania w elektrostymulacji
bedacej skuteczng metodg stymulacji  wzrostu i proliferacji zdrowych komoérek. W
przeciwienstwie do tlenku grafenu czy redukowanego tlenku grafenu, brak jest w literaturze
szeroko zakrojonych badan zwigzanych z wykorzystaniem ich jako fazy funkcjonalnej w
atramentach heterofazowych do technik elektroniki drukowanej, wykorzystanych przy
wytwarzaniu atramentow | materiatbw biozgodnych do zastosowan w aplikacjach

biomedycznych.
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Wykorzystanie technik elektroniki drukowanej: druku strumieniowego i powlekania
natryskowego pozwala na nanoszenia materiatu grafenowego zar6wno w postaci precyzyjnych
wzorow, jak I powtok na podtozach wykonanych z r6znych materiatow, charakteryzujacych sig
niska lub wysoka elastycznoscia, 0 réznym ksztatcie powierzchni. Techniki te, ze wzgledu na
konstrukcje urzadzen i specyfik¢ procesu drukowania pozwalajg na otrzymywanie powlok
I Wzorow w sposob bezkontaktowy, z zachowaniem pelnej czystosci i sterylnosci procesu. Jest
to kluczowe w wykorzystaniu wytworzonych warstw w zastosowaniach biomedycyny. Ponadto
dzieki niskotemperaturowemu charakterowi procesu suszenia powlok, mozliwe jest nanoszenie
grafenu na podtoza medyczne o niskiej wytrzymato$ci na dziatanie wysokich temperatur, takich

jak cewniki, ptytki hodowlane z polistyrenu, rurki tracheotomijne i inne.

Do celu naukowego pracy nalezy zbadanie wptywu wytwarzanych warstw grafenowych
na mechanizm blokowania biofilmu bakteryjnego. Przeprowadzone badania pozwolg takze na
okreslenie zachowania si¢ poddanych elektrostymulacji komoérek, osadzonych na
przewodzacych warstwach grafenowych. Zbadany zostanie wplyw dzialania pola

elektrycznego na hamnazania i ukierunkowanie wzrostu komorek.

Osiagnigcie opisanego wyzej celu pracy wymaga zrealizowania wieloetapowego planu

badawczego, do ktdrego nalezy:

1) Doboér komponentow atramentu grafenowego: ptatkow grafenowych o
okreslonych wlasciwos$ciach, rozpuszczalnika, nosnika oraz surfaktantu tak, aby
powstaty heterofazowy atrament nie tylko charakteryzowat si¢ przewodnoscia, ale
takze spelniat wymogi biologiczne oraz technologiczne narzucane przez wybrane
technologie drukarskie. W szczegolnosci obejmuje to:

v Przeprowadzenie szeregu badan fizyko-chemicznych nad nanoptatkami
grafenowymi w celu wyboru materiatu fazy funkcjonalne;.

v' Przetestowanie stanu dyspersji platkéw grafenowych w réznych
biozgodnych materiatach no$nikow.

v" Wykonanie badan biozgodnosci wybranych komponentéw atramentu oraz
kompletnych zawiesin.

2) Budowa stanowiska do druku strumieniowego heterofazowych atramentow,
zapewniajacego wysoka czystos¢ 1 sterylno$¢ procesu wykonywania wzoréow do

zastosowan biomedycznych.
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3) Przeprowadzenie badan nad wlasciwos$ciami atramentow grafenowych, takimi jak:
stabilno$¢ dyspers;ji ptatkow grafenowych w kompozycji, jej jednorodnos¢ oraz
wlasciwosci reologiczne atramentow.

4) Zbadanie progu perkolacji elektrycznej atramentow, w celu doboru granicznej
zawarto$ci fazy funkcjonalnej w atramencie skutkujacej jego przemiang z
nieprzewodzacego W przewodzacy, przy jednoczesnym braku zatykania dyszy
drukarskiej.

5) Dobor parametréw druku strumieniowego decydujgcych o prawidtowosci procesu
drukowania $ciezek: napigcia i czasu trwania sygnatu sterujacego glowica,
czestotliwosci generowania kropel, jak rOwniez posuwu, postoju i temperatury
stolika.

6) Charakteryzacja mikrostruktury i grubosci powierzchni, adhezji oraz
elektrycznych wlasciwos$ci wytwarzanych warstw i wzoréw grafenowych.

7) Zbadanie antyseptyczno$ci warstw grafenowych oraz wyjasnienie mechanizmu
blokowania przez warstwe grafenowa biologicznego procesu formowania struktury
biofilmu bakteryjnego,

8) Przeprowadzenie badan zwigzanych z wzmocnieniem whasciwosci
antybakteryjnych ptatkow grafenowych dzigki procesowi ich dekorowania
nanoczgstkami srebra.

Przeprowadzenie tych badan pozwoli na opracowanie kompozycji grafenowych
atramentow oraz wytwarzanie biozgodnych, przewodzacych warstw iwzorow dzigki
wiasciwosciom antyseptycznym zdolnych jednocze$nie, do hamowania zakazen i infekcji, jak
rowniez do stymulacji czynnikow wzrostu zdrowych komorek lub ich elektrostymulacji.
Warstwy te moga znalez¢ zastosowanie przy wytwarzaniu i pokrywaniu powtokami lub

wzorami osprzetu medycznego takiego jak cewniki, rusztowania komérkowe, implanty.
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4. Metodyka badawcza

4.1. Technologia wytwarzania grafenowych atramentéw heterofazowych

Gléwnym celem pracy byto opracowanie technologii wytwarzania heterofazowych,
przewodzacych, biozgodnych, grafenowych atramentow do nanoszenia technikami elektroniki
drukowanej: drukiem strumieniowym i powlekaniem natryskowym. Skomponowanie takich
atramentow, spetniajgcych wszystkie, opisane szczegdétowo w rozdziale 5, warunki, wymagato
przeprowadzenia szeregu badan, zwigzanych zaréwno z doborem kompozycji, jak i procesu ich
wytwarzania. Oczekiwanym efektem byto uzyskanie jednorodnego i stabilnego atramentu.
Oznacza to, iz zdyspergowane w materiale bazowym, w sklad ktérego wchodza no$nik
i rozpuszczalnik, nanoptatki grafenowe powinny utrzymywac si¢ w catej objetosci atramentu i
nie osiada¢ na dnie. Ponadto, w jednorodnym atramencie, bez wykorzystania urzadzen
optycznych nie powinno by¢ widaé¢ skupisk aglomeratow fazy funkcjonalnej. Minimalna
wymagana stabilno$¢ rozumiana jest w pracy jako zdolno$¢ zachowania jednorodnos$ci
atramentu w czasie dluzszym niz okres trwania jednego procesu drukowania $ciezek lub
warstw, ktory wynosi okolo godziny. Materiaty, stosowane w wytwarzanych w pracy
atramentach grafenowych opisane zostaty w rozdziale 5.

Pierwszym etapem procesu wytwarzania grafenowych atramentow, pokazanego
schematycznie na rysunku 5, bylo przygotowanie bazowego materiatu, w ktorym nastepnie
zawieszane sg nanoptatki grafenowe. Materiat bazowy uzyskiwany jest poprzez rozpuszczenie
odpowiedniego polimeru w kompatybilnym do niego rozpuszczalniku. W pracy etap ten
wykonywany byl w podwyzszonej temperaturze, okoto 50°C z uzyciem mieszadla
magnetycznego firmy IKA RCT standard, przy predkosci obrotowej 300 rpm. Urzadzenie to,
przedstawione na rysunku 6, wyposazone jest w termoparg mierzacg temperature bezposrednio
w mieszanej zawiesinie. Dzigki temu mozliwe jest jej nagrzewanie w zakresie 30-360°C oraz
wybor predkosci obrotowej w zakresie 50-1500 rpm. Zastosowanie temperatury wyzszej niz
pokojowa (tj. 20°C) nie bylo niezbedne, jednak w znacznym stopniu przyspieszyto proces
rozpuszczania polimeru. Rozpuszczenie wykorzystywanych w badaniach polimerow o
wysokiej masie czasteczkowej, opisanych szczegétowo w rozdziale 5.2, trwato w temperaturze
pokojowej okoto dwoch godzin. Dzigki podgrzewaniu materiatu, czas ten skrocit si¢ do 30

minut.
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Rysunek 5. Schemat przedstawiajqcy proces technologii wytwarzania grafenowych
atramentow heterofazowych do druku strumieniowego i powlekania natryskowego

Przed potaczeniem materialu bazowego z faza funkcjonalng, niezbednym etapem bylto
funkcjonalizacja nanoptatkow grafenowych oraz rozbicie aglomeratow. Czynnosci te
zapewniajg uzyskanie stabilnej dyspersji ptatkow grafenu w atramencie. Analiza literaturowa
i wstepne badania wykazaly, iz najskuteczniejsza stosowang metoda, pozwalajaca na rozbicie
aglomeratow, jest wykorzystanie energii ultradzwickéw [133]. Jak wiadomo z literatury,
dyspersja poprzedzona dodaniem odpowiednich surfaktantow, umozliwia stworzenie na
granicy nosnika i fazy funkcjonalnej cienkiej warstwy, zapobiegajacej aglomerowaniu si¢
czastek. Proces ten nazywany jest funkcjonalizacja — przytaczaniem si¢ do powierzchni czastek
fazy funkcjonalnej innego materiatu [134].

Nanoptatki grafenowe, wraz z surfaktantami (2-5% wt. wzglgdem GNP) i niewielka
iloscig rozpuszczalnika, poddawane byly procesowi sonikacji w ptuczce ultradzwigkowe;j
InterSonic IS-1K, przy jej maksymalnej czestotliwosci pracy — 35 kHz. Zbyt diugi czas
sonikacji powoduje uszkodzenia w strukturze fazy funkcjonalnej polegajace na przecieciu
i rozdrobnieniu ptatkéw grafenowych. Dobrany na podstawie analizy literaturowej [23], czas
trwania procesu wynosit okoto jedng godzing. Byt on wystarczajagco dtugi, aby skutecznie

rozbi¢ aglomeraty, jednak na tyle krotki, aby nie uszkodzi¢ nanoptatkow grafenowych.
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Zawieszenie sfunkcjonalizowanych ptatkéw grafenowych w bazowym materiale
nosnika irozpuszczalnika uzyskiwano poprzez dalsza sonikacje kompozycji w myjce
ultradzwickowej. Proces sonikacji prowadzony byl do momentu osiggnig¢cia wizualnie
jednorodnej zawiesiny atramentu. Czas jego trwania wynosit $rednio jedna godzing.

Prowadzone okiem nieuzbrojonym obserwacje testujace dyspersj¢ GNP i obecnosé¢
aglomeratow w zawiesinie atramentu opisano w rozdziale 5.2. Zlewki z atramentami
grafenowymi, umieszczane bylty w ptuczce ultradzwickowej, do ktorej nalewana byta woda
dejonizowana. Ze wzgledu na wysoka moc pracy urzadzenia, wynoszaca wedlug producenta
okoto 5 W/cm?® [135], woda dejonizowana ma tendencje do nagrzewania si¢ do bardzo
wysokich temperatur. Dziatanie wysokich temperatur ma niekorzystny wptyw na wytwarzane
atramenty, powoduje bowiem niekontrolowane odparowanie rozpuszczalnika. W zwiazku z
tym, zlewki z atramentami powinny by¢ w trakcie procesu sonikowania doktadnie przykryte.
Nalezy takze w trakcie sonikacji, co 15 minut kontrolowaé temperatur¢ wody oraz, w razie

potrzeby, wymienia¢ ja na zimng.

Zlewki z
Termopara atramentem
Pluczka
ultradzwigkowa
Zlewka z
no$nikiem
Wskaznik mocy
Mieszadto
magnetyczne
o oo SR :
Rysunek 6. Mieszadto magnetyczne Rysunek 7. Pluczka ultradzwiekowa
IKA RCT standard InterSonic 1S-1K

Wynikiem opisanego wyzej procesu jest wytworzenie heterofazowego atramentu
bazujacego na nanoptatkach grafenowych. Jednak jest to materiat, ktéry bardzo trudno
zdyspergowaé w rozpuszczalnikach [120]. Czesto, mimo pozornej stabilno$ci, nanoczastki
grafenowe ulegaja sedymentacji. W zwigzku z tym, w trakcie badan stwierdzono, ze jesli czas
od wytworzenia atramentu do momentu jego druku byt dtuzszy niz jedna doba, przed procesem
drukowania $ciezek | wzoréw nalezato ponownie ujednorodni¢ atrament. W trakcie badan

korzystano w tym celu z sonifikatora firmy Sonics, model VCX 750, o mocy 750 W
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i czestotliwosci ultradzwickow 20 kHz, przy amplitudzie drgan: 30% oraz czasie dziatania
ultradzwiekoéw: 30 sekund. Proces ten pozwalal na szybkie przywrdcenie jednorodnosci

atramentom.

Sterownik
Sonotroda

Rysunek 8. Sonifikator z sonotrodg firmy Sonics

4.2. Technologia wytwarzania przewodzacych $ciezek i warstw grafenowych

Grafenowe, przewodzace, biozgodne atramenty heterofazowe, ktérych technologia
wytwarzania zostata opracowana, przeznaczone sga do nanoszenia na podtoza o r6znej geometrii
dwiema uzupetniajacymi si¢ technikami elektroniki drukowanej: drukiem strumieniowym oraz
powlekaniem natryskowym. Sg to technologie, znajdujace zastosowanie w drukowaniu dwoch
roznych rodzajow cienkich warstw. Technologia druku strumieniowego pozwala na uzyskanie
bardzo waskich grafenowych $ciezek oraz precyzyjnych wzoréw o rozdzielczosci powyzej 30
um i grubosciach nieprzekraczajacych 1 um. Natomiast dzigki wykorzystaniu technologii
powlekania natryskowego mozna w tatwy sposdb wykonywacé warstwy i powtoki na duzych
powierzchniach, o porownywalnych grubosciach 0,1-0,8 um [45]. GIownymi zaletami obu tych
metod jest nieinwazyjno$¢, bezstykowos¢ i mozliwo$é zachowania czystosci podczas procesu
druku.

Dzigki tym zaletom, przy wykorzystaniu biozgodnych atramentow oraz dostosowanych
do pracy z materiatami biologicznymi stanowisk (rozdziat 6.5), metody te moga znalez¢
szerokie zastosowanie w biomedycynie i bioinzynierii. Precyzyjne i waskie $ciezki, tworzace
wzory na podtozach hodowlanych znajduja m. in zastosowanie w roznicowaniu komorek
macierzystych [136] oraz stymulacji czynnikow wzrostu komorek [137], a takze w
wytwarzaniu biozgodnych czujnikoéw i sensoréow [138]-[140]. Z drugiej strony, warstwy
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I powtoki wytworzone z materiatow stymulujacych czynniki wzrostu komorek drukowane na
podtozach hodowli komorkowych na rusztowaniach komoérkowych, stentach czy implantach,
moga stymulowa¢ komoérki do wzrostu i proliferacji [141], [142]. Z tego powodu, wytwarzane
w pracy atramenty wykorzystywane byly do druku $ciezek iwarstw obiema technikami:

drukiem strumieniowym i powlekaniem natryskowym.

4.2.1. Technologia wytwarzania S$ciezek grafenowych metoda druku
strumieniowego

Proces druku strumieniowego, przedstawiony schematycznie na rysunku 9 i opisany

szczegblowo w rozdziale 6.1., polega na generowaniu z mikrodyszy drukarskiej pikolitrowych

kropel o $rednicach od 20 do 50 um [143], ktore po zderzeniu z podtozem i odparowaniu

rozpuszczalnika, tworzg $ciezke lub pozadany wzor. W badaniach opracowano stanowisko, w

ktérym w trakcie trwania procesu nadruku glowica pozostaje nieruchoma. Wytworzenie wzoru

uzaleznione jest od ruchu stolika, na ktérym umiejscowione jest podioze.

Mikrodysza drukarki

/ Wygenerowana kropla

& /

® Podtoze
J

Rysunek 9. Schematyczne przedstawienie zasady dziatania druku strumieniowego

Proces nadruku sktada si¢ z kilku etapow. Jest to: generowanie i lot kropli, zderzenie
kropli z podtozem, zwilzanie podtoza i odparowywanie rozpuszczalnika oraz wstepne suszenie
$ciezki [8], [9]. Krople wygenerowane z dyszy opadaja na podtoze, w wyniku czego nastepuje
ich rozprysk, zwilzanie podloza oraz samoczynny rozptyw atramentu. Nadmierny oraz
nieregularny rozptyw nanoszonego materiatu, bedgcy czestym utrudnieniem procesu, moze by¢
spowodowany niedostosowanymi do druku strumieniowego parametrami reologicznymi
atramentu, zastosowaniem nieodpowiedniego rozpuszczalnika, o zbyt niskiej zdolnosci
odparowywania w stosunku do predkosci druku, [8], [9] lub za niskg temperaturg stolika
podiozowego. Aby przyspieszy¢ proces odparowywania, podtoze umieszczane jest na

podgrzewanym stoliku, dzieki czemu wystepuje wstepne suszenie. Po zakonczonym procesie
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druku, wytworzone wzory poddawane sa czesto dodatkowej obrobce cieplnej [8], [9].
Uzytkownik obstugujacy drukarke strumieniowg ma wpltyw na kazdy z wyzej opisanych
etapow, ze wzgledu na mozliwo$¢ doboru parametrow procesu druku, przedstawionych na

rysunku 10.

PARAMETRY PROCESU DRUKU
STRUMIENIOWEGO

FORMOWANIA KROPLI FORMOWANIA SCIEZKI

» Czestotliwo$¢ generacji
kropli [Hz]
» Przesuw stolika [um]
» Postdj stolika [ms]
» Temperatura stolika [°C]

» Napiecie [V]
» Dlugosc sygnatu [ms]

Rysunek 10. Parametry procesu przy wytwarzaniu Sciezek metodq druku
strumieniowego

Parametry formowania kropli sg to przebiegi sterujace pracg glowicy: napiecie i dtugosé¢
sygnatu, ustawiane na sterowniku glowicy. Napiecie bezposrednio wptywa na zdolno$é
wygenerowania kropli z dyszy oraz predkos¢ jej lotu, dtugo$¢ trwania sygnatu — na objetosc
kropli [144]. Objetos¢ kropli decyduje o ostrosci krawedzi i doktadnosci wydrukow.
Prawidlowe ustawienie parametrow formowania kropli pozwala wigc na generowanie kropli o
powtarzalnych wymiarach. Jest to niezb¢dne dla uniknigcia bledow wydruku — nieregularnych
lub nieciggtych Sciezek.

Rozplyw tuszu na materiale podlozowym jest zalezny zarowno od wtasciwosci
reologicznych stosowanego atramentu jak idoboru prawidlowych dla danego atramentu
I materiatu podtoza parametrow formowania $ciezki [9]. Zaliczajg si¢ do nich parametry
zwigzane z szybko$cig drukowania, a wigc czestotliwos$¢ generacji kropli oraz przesuw i postoj
stolika, na ktérym umiejscowione jest podtoze. Jesli bedg one niewtasciwie dobrane, a szybkos¢
drukowania bedzie zbyt wysoka, na podtozu, zamiast prawidtowej §ciezki, ksztattowac si¢ beda
skupiska kropel, co bedzie skutkowato rozlewaniem si¢ atramentu na podtozu. Z drugiej strony,
jesli krople bedg generowane za rzadko w stosunku do przesuwu podloza, przerwana moze
zostac cigglos¢ Sciezki. Bardzo waznym parametrem jest takze temperatura stolika, na ktorym

umieszczane jest podtoze. Ma ona wplyw na odparowywanie rozpuszczalnika z materiatu
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znajdujacego si¢ juz na podtozu, w zwigzku z czym powinna by¢ dostosowana do szybkosci
drukowania.

W trakcie drukowania $ciezek grafenowych uzywano zbudowanego na potrzeby pracy,
opisanego w rozdziale 6.4., stanowiska z gtowicg firmy Microdrop o $rednicy 50 um. Jest to
jedna z najmniejszych srednic glowic, stosowanych w technologii druku strumieniowego
atramentéw heterofazowych. Najczesciej stosowane sg bowiem glowice o $rednicach 50 — 150
um. Opisana gtowica zostata wybrana do badan w pracy, poniewaz dzicki matym wymiarom
mozliwe jest osiggniecie najwyzszych rozdzielczosci $ciezek. Parametry procesu druku
strumieniowego dobrane zostaly na podstawie obserwacji kropli i procesu powstawania Sciezek
wykonywanych za pomocg uktadu obrazowania, przedstawionego w rozdziale 6.3. Ustawiane
na sterowniku glowicy napigcie zawierato si¢ w zakresie 40-60 V, dtugos$¢ sygnatu — 115-220
ms. Krople generowane byly z czgstotliwoscia 10 Hz, podloze podgrzewane byto do
temperatury 60-80°C, a stosowany przesuw stolika to 30-40 um przy czasie jego postoju 0,1 s.
Badania zwigzane z doborem parametroOw opisano w rozdziale 7.1.4.

Dobor parametrow jest bardzo istotng czeS$cia procesu druku strumieniowego
grafenowych atramentow heterofazowych, pozwala bowiem na uzyskanie -ciagtych,

przewodzacych wzorow, charakteryzujacych wysoka rozdzielczoscia.

4.2.2. Technologia wytwarzania warstw grafenowych metoda powlekania
natryskowego

W technologii powlekania natryskowego atrament jest atomizowany i pod wptywem

sprezonego gazu, rozpylany przez dyszg, poruszajacg si¢ nad podtozem. Pojedyncze krople

przenoszone s3 przez gaz no$ny w stron¢ podtoza, gdzie nastepuje osadzanie nanoczastek fazy

funkcjonalnej.
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Mikrodysza aerografu
/ Mgta nosna z zawieszonymi
nanoczastkami
l/ Podtoze

Rysunek 11. Schematyczne przedstawienie zasady dziatania powlekania natryskowego

Powlekanie natryskowe pozwala na pokrywanie podtoza powlokami charakteryzujacymi
si¢ grubosciami ponizej 0,8 um podtozy o zréznicowanym ksztalcie i o duzej powierzchni [45]. W
trakcie badan wykorzystywany byt, pokazany na rysunku 12, pistolet natryskowy firmy Infinity,
zwany aerografem. Aerograf zawiera pojemnik do ktorego wlewany jest atrament. Jest on
podtaczany do generatora sprzgzonego powietrza, dzieki czemu po rozpoczeciu procesu nadruku z
mikrodyszy otrzymywana jest mgla nosna. Aerograf zawieszany byt w statej odleglosci nad
podlozem umieszczonym na plycie grzejnej umozliwiajacej proces wstgpnego suszenia

drukowanych warstw.

Zbiornik na atrament
—

-

Mikrodysza aerografu ! ZYacze do kompresora
! / sprzezonego gazu

Rysunek 12. Aerograf firmy Infinity

Na proces drukowania warstw metodg powlekania natryskowego wptywajg parametry takie
jak: $rednica dyszy aerografu, ci$nienie gazu nos$nego, odlegtosci miedzy dysza a powlekanym
podtozem, predkosci posuwu dyszy wzgledem podtoza. Korzystajac z wezesniejszych badan [11],
[45], w ktorych przetestowano wpltyw wszystkich tych parametréw na proces drukowania i jakos¢
otrzymywanych weglowych warstw, wybrano sposob wykonania procesu druku i parametry
przedstawione w tabeli 1. Parametry te pozwalajg na efektywny nadruk grafenowych atramentow,

bez zatykania dyszy aerografu, skutkujacy uzyskaniem jednolitych, pozbawionych pecherzy
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powietrza oraz nierdwnos$ci, warstw grafenowych. Po procesie nadruku wytworzone warstwy

poddawane byly obrobce cieplne;.

Tabela 1. Parametry zastosowane w procesie powlekania natryskowego do wytwarzania
warstw grafenowych

Parametr Wartos¢
Srednica dyszy aerografu 400 pm
Cisnienie gazu no$nego 0,3 MPa
Odlegtos¢ miedzy dysza a podtozem 150 mm
Predko$¢ posuwu dyszy 150 mm/s

4.2.3. Obrobka cieplna Sciezek i warstw grafenowych

Bardzo istotnym elementem procesu wytwarzania przewodzacych wzordw i §ciezek jest
ich obrobka cieplna, wptywajaca w znaczacy sposob na ich jakos¢ i whasciwosci elektryczne
[145], [146]. Zaréwno w technologii druku strumieniowego, jak i powlekania natryskowego
stosowane s3 najczesciej dwa rodzaje obrobki cieplnej: suszenie wstgpne oraz suszenie
wiasciwe.

Suszenie wstepne odbywa si¢ jeszcze w czasie trwania procesu druku. Podloze
umieszczane jest na plycie grzejnej lub grzanym stoliku. Stolik podgrzewany byt, w zaleznosci
od podtoza idrukowanego atramentu, do 60-80°C. Dla atramentow bazujacych na
rozpuszczalnikach mniej lotnych, takich jak woda, temperatura stolika byla wyzsza.
Zastosowanie rozpuszczalnikow tatwiej parujacych, takich jak aceton pozwala obnizy¢
temperature wstepnego suszenia. Podgrzewanie podtoza pomaga w szybszym odparowywaniu
rozpuszczalnika z warstwy, zabezpiecza przed niekontrolowanym rozplywem atramentu na
podiozu.

Suszenie wiasciwe przeprowadzane bylo w pracy dwiema roéznymi metodami
uzaleznionymi od wykorzystywanego materiatu podtozowego. Przy zastosowaniu podiozy
wytrzymatych na dzialanie wysokich temperatur, takich jak szkto, szkietka mikroskopowe
i tytanowe rusztowania komorek, suszenie warstw odbywalo si¢ przy uzyciu promieniowania
cieplnego halogenu o mocy 150 W. Zapewniony przez urzadzenie nagly wzrost temperatury
nastepujacy w ciggu kilku sekund, nie tylko zapewnia prawidtowe spiekanie $Sciezek, ale takze jest
bardzo efektywny czasowo. Lampa halogenowa byta odsunieta od suszonej probki o 150 mm, w
celu zabezpieczenia podtoza przed uszkodzeniem. Ze wzglgdu na dziatanie wysokich temperatur,
w zakresie 200-300°C, czas wystarczajacy do wysuszenia probek to 30 sekund. Dtuzsza obrobka

czesto skutkuje pekaniem szklanego materiatu podtozowego.
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Materiaty podtozowe nieodporne na dziatanie wysokich temperatur podlegaly dtuzszemu
procesowi obrobki cieplnej w suszarce komorowej. Zaréwno temperatura, jak iczas trwania
procesu obrobki cieplnej, dobrane na podstawie wstegpnych badan, dostosowane byty do
wytrzymalos$ci cieplnej stosowanego podtoza tak, aby nastapito peine wysuszenie warstwy. Folie
PET i Kapton poddawane byty dziataniu temperatury 120°C przez godzing, cewniki i stenty —80°C,
przez trzy godziny, ptytki do hodowli komérkowych wytworzone z polistyrenu: 70°C przez 4
godziny. Zaré6wno technologig druku strumieniowego, jak i powlekania natryskowego uzyskuje si¢
Sciezki cienkie, o grubosciach ponizej lpum. Badania wykazaly, ze przy tak dobranych
temperaturach iczasie trwania obrobki nastgpowato catkowite odparowanie rozpuszczalnika

I wysuszenie warstwy.

4.3. Metody badawcze stosowane do charakterystyki wlasciwosci biozgodnych,
przewodzacych atramentow i warstw grafenowych
4.3.1. Pomiary wlasciwosci reologicznych atramentow grafenowych
Wiasciwosci reologiczne atramentéw testowane byty na wiskozymetrze typu stozek —
ptytka firmy Brookfield DV2T (rysunek 13), przy uzyciu stozka 0 0znaczeniu CP-40. Regulacja
temperatury, umozliwiajgca wykonanie wszystkich reologicznych testow w jednakowych
warunkach, jest ogromnie istotna dla zachowania powtarzalnosci badan. Temperatura jest
bowiem jednym z parametrow, ktore w sposob znaczacy zmieniajg lepko$¢ materiatow [147].
Temperatura stozka i ptytki wynoszaca 25°C regulowana byla przy uzyciu ultratermostatu
Polyscience. Wyniki rejestrowane byty w oprogramowaniu Rheocalc T, ktére umozliwiato
dobor parametrow procedury pomiarowej. Kolejne wartosci predkosci obrotowej, przy ktorych
mierzona byta lepkos¢, zawieraly si¢ w zakresie od 0 do 65 rpm. Zakres ten pozwalal na

zmierzenie lepkosci dla wartos$ci naprgzen wystepujacych w procesie technologicznym druku.
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Wiskozymetr

Uktad
stozek-ptytka

Rurki z woda
chtodzaca

Rysunek 13. Wiskozymetr stozek - plytka
DV2T firmy Brookfield

Wyniki pomiaréw reologicznych zawiesin heterofazowych prezentowane sg najczesciej
na wykresie okreSlnym jako krzywa lepkosci [147]. Przedstawia ona zalezno$¢ lepkosci
materialu od wystgpujacych naprezen, nazywanych w literaturze szybkoscia $Scinania [148],
[149]. Uzyskane w trakcie pomiaréw dane umozliwily wygenerowanie krzywych lepkosci

charakteryzujacych wytworzone heterofazowe atramenty grafenowe.

4.3.2. Pomiary grubosci oraz obserwacja mikrostruktury warstw i $ciezek
grafenowych

stykowym Form Talysurf PGI 830, widocznym na rysunku 14, bedacym wtasnos$cig Zaktadu

Metrologii Wspotrzednosciowej Politechniki Warszawskiej. Urzadzenie to umozliwia

wykonanie pomiaréw mikro i makrogeometrii z rozdzielczoscig 3,2 nm [150].
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roboczy Czgsc
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Sterowanik

ruchu uktadu
pomiarowego

Rysunek 14. Profilometr stykowy Form Talysurf PGI 830 [150]

Obserwacje struktury $ciezek oraz jakos$ci ich wykonania prowadzone byty takze przy
uzyciu cyfrowego mikroskopu z profilometrem VHX-900F firmy Keyence. Urzadzenie to,
przedstawione na rysunku 15, ma wielostronne zastosowanie. Pozwala na obserwacje¢ i pomiary
struktury ijakosci warstw. Dzigki wbudowanemu profilometrowi, umozliwia takze
wykonywanie obrazéw 3D i obserwacje profili powierzchni pod réoznymi katami. Przy uzyciu
obiektywu VH-Z20R/Z20T mozliwe jest uzyskanie powigkszenia do 200x. Dzigki temu
mikroskop ten umozliwial przeprowadzenie obserwacji struktury i poprawnosci uzyskanych

warstw i $ciezek. Wykonano zdjecia przedstawiajace powickszone obrazy uzyskanych

nadrukow.
Obiektyw
Obszar
roboczy Komputer z
oprogramowaniem
mikroskopu

RysLmék‘lAS. Mikfoskop cyfrowy VHX-900F firmy 'Keyence
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4.3.3. Badanie adhezji i wytrzymalosci mechanicznej $ciezek i warstw
grafenowych

Dwie powszechnie stosowane metody badania adhezji warstw, wzorow i powlok to
,test zarysowania” oraz ,test taSmy klejacej”. Test zarysowania (ang. scratch test), jest to
technika, w ktorej koncowka twardego i ostrego rysika lub igly przeciggana jest po powierzchni
badanej powloki. Obciagzenie zwickszane jest az do momentu, w ktérym nastapi catkowite
oderwanie warstwy [151], [152]. Zaletg tego rozwigzania jest mozliwos¢ iloSciowej oceny
adhezji powloki do podtoza. Duzg wada, wykluczajacag mozliwo$¢ zastosowania tego testu w
prowadzonych w pracy badaniach, jest mozliwo$¢ uszkodzenia podloza. W pracy warstwy
grafenowe nanoszone byly bowiem nie tylko na twarde, ptaskie | wytrzymate mechanicznie
podtoza takie jak ptytki szklane i ceramiczne, ale takze na elastyczne folie i podtoza nietypowe,
takie jak wykonane z tworzyw sztucznych cewniki, stenty, czy tytanowe, porowate rusztowania
dla komorek. Zbadanie przyczepnosci warstw na tych podlozach nie byloby mozliwe z
wykorzystaniem opisanej wyzej techniki.

Do okre$lania stopnia przyczepnosci warstwy wykorzystano wigc w pracy druga z

popularnych metod badania adhezji, przedstawiong schematycznie na rysunku 16.

\

WpoRE

Rysunek 16. Schemat przedstawiajgcy metode badania adhezji za pomocq testu tasmy
klejgcej ,,scotch tape”

Test tasmy klejacej (ang. scotch tape test) jest najstarszg metodg badania adhezji [152].

Polega ona na naklejeniu na warstwe lub $ciezke kawalka tasmy samoprzylepnej oraz
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obserwacji, czy warstwa zostata usuni¢ta wraz z oderwaniem tasmy [152]. Gtéwng wadg tego
rozwigzania jest jako$ciowy wynik testu. Badanie ma bowiem charakter ,,wszystko albo nic”,
a czgSciowa poprawa adhezji jest bardzo trudna do zaobserwowania [151]. Mimo wszystko,
jest to wystarczajace i najlepsze rozwigzanie do testow adhezji grafenowych warstw i wzorow
na roznych typach podiozy, zwlaszcza elastycznych. Zostalo wigc ono zastosowane w

niniejszej pracy.

Do przeprowadzenia badan zme¢czeniowych 1 okreslenia wplywu odksztalcen
mechanicznych warstwy grafenowej na jej mikrostrukture oraz wilasciwosci elektryczne
wykorzystano przetestowang we wczesniejszych badaniach metodg zmgczeniowg [23]. W trakcie
testu probka zawierajagca warstwe nadrukowang na podtozu elastycznym z folii PET umieszczana
jest w maszynie zmgczeniowej i poddawana powtarzalnemu cyklicznemu odksztatcaniu. Proces
przebiega z czgstotliwoscig zginania probki do 600 cykli na minute, a obserwacje zmian struktury

warstwy oraz pomiar rezystancji odbywat w przerwach migdzy serig cykli.

4.3.4. Pomiary wlasciwosci elektrycznych $ciezek i wzoréw grafenowych

Wiasciwosci elektryczne Sciezek i warstw mierzone byty metodg pradowo-napigciowa,
dwu- lub czteropunktows, przy uzyciu cyfrowego multimetru Keysight 34461A.

W pracy wykonywano pomiary rezystancji $ciezek i wzorow wytworzonych metodami
druku strumieniowego lub powlekania natryskowego. W celu przeprowadzenia badan
i zapewnienia przeptywu pradu pomiarowego w kierunku rownoleglym do powierzchni
badanej warstwy, zaprojektowano wzory testowe, pokazane na rysunkach 17 oraz 18.
Umozliwity one jednoznaczne wyznaczenie rezystancji powierzchniowej drukowanych
wzoréow grafenowych. Na oba wzory skladaly si¢ zaprojektowane z dostosowaniem do
rozdzielczosci kazdej z technik drukarskich, srebrowe warstwy kontaktowe. Wykonane zostaty
z lakieru srebrowego pozyskanego z firmy Novelinks, o rezystancji powierzchniowej okoto 25
mQ/o.

BEEEELLLLLLL . m
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Rysunek 17. Wzor testowy do druku Rysunek 18. Wzor testowy do powlekania
strumieniowego, ze srebrowymi natryskowego, ze srebrowymi kontaktami [23]
kontaktami
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Technologia druku strumieniowego pozwala na uzyskanie bardzo waskich $ciezek, o
szeroko$ciach >30um. Niestety, aby uzyska¢ grafenowg $ciezke przewodzaca, musi ona by¢
nadrukowana wielokrotnie, zazwyczaj wigcej niz 20 razy [40]. Aby przyspieszy¢ proces
drukowania $ciezek, zaprojektowany na potrzeby pracy wzor testowy sktada si¢ z kontaktow
srebrowych oddalonych od siebie na odlegtos¢ 2, 3 lub 4 mm. Roznice w odleglosci pozwalaja
na oceng rezystancji powierzchniowej warstwy z unikni¢ciem btedu jej ksztattu.

Technologia powlekania natryskowego pozwala w fatwy sposdb wykonywaé powtoki
na duzych powierzchniach. Aby zbadaé¢ przewodno$¢ warstw ioceni¢ ich rezystancje z
uniknigciem btedu ksztattu, w pracy wykorzystano wzor testowy zaproponowany w literaturze
[23], umozliwiajacy badanie rezystancji warstwy przy wykonywaniu Sciezek iwarstw o
r6znych wymiarach.

Standardowa miarg, umozliwiajacg porownanie przewodnosci warstw w elektronice
drukowanej, jest przewodno$¢ na kwadrat, ktorej jednostkg jest ohm na kwadrat [Q/o].
Zaprojektowane w pracy wzory testowe umozliwiajg pomiar tego parametru. Ze wzgledu na to,
iz grubos¢ wytwarzanych warstw jest porOwnywalna i nie przekraczata 1 um, przewodno$¢ na
kwadrat pozwala na porownanie otrzymanych wynikow zwigzanych z wlasciwo$ciami
elektrycznymi warstw otrzymanych obiema technologiami: drukiem strumieniowym oraz

powlekaniem natryskowym.

4.4. Metody badawcze stosowane do charakterystyki wlasciwosci biologicznych

grafenowych $ciezek i warstw

4.4.1. Metody badania cytotoksycznosci warstw grafenowych

Poniewaz cytotoksycznos$¢ czgsto zalezna jest od rodzaju komorek, z ktorymi badany
material wchodzi w interakcje [48], [49], w pracy zbadano oddziatywanie GNP na dwa
dodatkowe rodzaje komorek: ludzkie fibroblasty (HDF — Human Dermal Fibroblasts) oraz
mysie, ptodowe, neuralne komoérki macierzyste (NE- 4C(ATCC). Badania przeprowadzono
dzigki uprzejmosci Instytutu Biocybernetyki i Inzynierii Biomedycznej im. M. Nalgcza w
Warszawie.

Komorki hodowano w dedykowanym dla nich medium hodowlanym. Dla fibroblastow
ludzkich linii HDF bylo to FGM (ang. Fibroblast Growth Medium; Sigma Aldrich). Dla
neuralnych komorek macierzystych NE-4C(ATCC) byto to EMEM (ang. Eagle’s Minimum
Essential Medium) suplementowane 10% ptodowa surowicg bydleca, I-glutaming oraz kwasem
retinowym. Komorki hodowano do osiggniecia 80% konfluencji w ptytce hodowlanej 0

powierzchni 25 cm?. Nastepnie komorki trypsynizowano i odwirowano (125xg, 6min. 4°C).
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Kolejnym krokiem byto zlanie supernatantu i zawieszenie komorek w dedykowanym medium
hodowlanym, a nastepnie zliczenie ich pod mikroskopem przy uzyciu komory Biirkera. W
eksperymencie zastosowano fibroblasty skory ludzkiej z pasazu 5 oraz komoérki macierzyste
neuralne z pasazu 8. Hodowle prowadzono w standardowych ptytkach polipropylenowych 6-
cio dotkowych umieszczonych w inkubatorze komorkowym.

Komorki w liczbie po 2x10° na 1 cm? umieszczano w dotku hodowlanym i inkubowano
w warunkach standardowych, w temperaturze 37°C z atmosferg 5% CO.. Nastepnie hodowle
trypsynizowano po dobie oraz siedmiu dniach do oznaczen cytometrycznych oraz utrwalano
aldehydem glutarowym.

Zywotno$¢ fibroblastow oceniano dodatkowo po dobie oraz siedmiu dniach hodowli w
reakcji cytochemicznej z jodkiem propidyny w cytometrze przeptywowym FACS Canto. Jodek
propidyny (PI) przenika jedynie przez uszkodzong blong komorkowa interkalujac pomiedzy
nici  dwuniciowych kwasow nukleinowych, emitujac jasnoczerwong fluorescencje w
apoptotycznych i martwych komorkach.

Cytometr przeptywowy FACS Canto (Becton Dickinson Immuno-cytochemistry
Systems, USA) wyposazony w laser argonowy (488 nm), pozwala na analiz¢ wynikdéw przy
pomocy systemu CellQuest (Becton Dickinson, USA). Analizowane komorki sg w programie
komputerowym FACS DIVA oddzielane od pozostatych przy pomocy charakterystyk
swietlnych (bramka FSC, SSC oraz FL1/FL2).

Komorki po zakonczeniu hodowli odklejano od podtoza z zastosowaniem trypsyny. Po
odwirowaniu zlewano supernatant i zawieszano fibroblasty w 0,9% NaCl, nastepnie dodawano
jodek propidyny (docelowe stezenie PI Spg/ml). Po 7 i 14 dniach hodowle prowadzone na
szkietkach utrwalano 4% paraformaldehydem (PFA).

4.4.2. Metody badania stymulacji proliferacji komérek macierzystych

Mezenchymalne komoérki macierzyste pochodzace z tkanki tluszczowej (ADSC ang.
Adipose derived stem cells) sg zdolne do roznicowania w wiele wyspecjalizowanych typow
komorek, takich jak osteoblasty, chondrocyty, adipocyty, miocyty, hepatocyty i inne [153],
[154], co czyni je szczegblnie przydatnymi do regeneracji tkanek w wielu przypadkach
zaburzen klinicznych [155], [156]. Ponadto ADSC mozna tatwo pozyskiwa¢ w duzych
ilo$ciach przy uzyciu procesu liposukcji. Dlatego ADSC zostaty wybrane w pracy do okreslenia
cytozgodnosci oraz zdolno$ci warstw grafenowych do stymulowania czynnikéw wzrostu
i proliferacji komorek macierzystych. Badania wykonane zostaly w  Centrum Badan

Przedklinicznych i Technologii w Warszawie [155].
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Mezenchymalne komoérki ADSC zawieszono w kompletnej pozywce hodowlanej
(CCM). Pozywka sktadata si¢ z DMEM uzupetnionego 0: 10% FBS, 1% antybiotyku-
antymikotycznego (Gibco), 2 mM L-glutaminy (Gibco) i5 ng/ml czynnika wzrostu
fibroblastow (FGF-2) (Sigma Aldrich). Po odwirowaniu i ponownym umieszczeniu w CCM,
zawiesing komorek przesaczono przez filtr 100 pm. Komorki zliczono w hemocytometrze
i wysiano do naczyn hodowlanych T75 z gestoscia 2-3 miliony komorek na naczynie. Komorki
hodowano w wilgotnej atmosferze w 37°C i 5% CO.. Pozywke¢ hodowlana wymieniono po 24
godzinach po wysianiu [155].

Polistyrenowe ptytki do hodowli komorkowych (TCPS) najpierw pokryto przy uzyciu
25 pl atramentu natozonego do kazdej studzienki 96-studzienkowej ptytki hodowlanej. Ptytke
nastepnie przemyto dwukrotnie sterylnym PBS. Komoérki ADSC trypsynizowano i wysiano na
przygotowana plytke przy gestosci 2,4 x 10° komérek na dotek hodowlany. Komérki hodowano
w CCM przez 3 dni, w wilgotnej atmosferze w 37°C i 5% CO. Hodowle obserwowano
codziennie pod mikroskopem odwrdéconym. W trzecim dniu pozywke aspirowano i do kazdego
dotka dodano 200 pl roztworu Alamar Blue (Life Technologies) w pozywce DMEM w stosunku
1:10. Komorki dalej inkubowano przez 4 godziny, a otrzymany supernatant przeniesiono do
96-dotkowej ptytki. Intensywnos¢ fluorescencji roztworu przy wzbudzeniu 540/10 nm i emisji
620/10 nm zmierzono w czytniku ptytek FluorStar (BMG Labtech). Roztwor Alamar Blue
inkubowany bez komorek zastosowano jako wuklad kontrolny - bazowy. Sygnat
znormalizowano do komoérek ADSC hodowanych w niepowlekanej GNP, standardowej ptytce
hodowlanej.

Test Alamar Blue polegat na enzymatycznej redukcji niefluorescencyjnego substratu
(rezazuryna) do fluorescencyjnego produktu, ktorg przeprowadzaja jedynie zywe komorki.
Ilo$¢ produktu (intensywnos$¢ fluorescencji) jest wprost proporcjonalna do liczby Zywych
komorek iaktywnosci metabolicznej komorek. Intensywnos$¢ fluorescencji zostata
znormalizowana do komorek hodowanych na TCPS (zywotnos¢ 100%).

Obserwacje poklatkowa (ang. time-lapse) komorek przeprowadzono przy uzyciu
mikroskopu Nikon Ti-Pad. W komorze mikroskopu ustawiono temperatur¢ 37°C i przeptyw
5% CO2. Do obserwacji uzyto obiektywu 10x, co skutkowato catkowitym powiekszeniem 150x
w rejestrowanych obrazach. Ustawiono pola obserwacji tak, aby okoto potowe zajmowata linia

z warstwga grafenowa, a druga potowe — z czystg ptytka TCPS.
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4.4.3. Metody oceny antyseptycznos$ci warstw grafenowych

Adhezja komorek, w szczegolnosci gronkowcow do powierzchni abiotycznych stanowi
duzy problem kliniczny. Komorki bakterii moga przylega¢ do powierzchni materiatow
biomedycznych, tworzac biofilmy — zorganizowane, wielowarstwowe struktury, sktadajacg si¢
Z jednego lub wielu gatunkow drobnoustrojow, $cisle zwigzanych z powierzchnig [157], [158].

Szczegbdlnie komorki gronkowcow stanowig jedng z przyczyn groznych zakazen u
pacjentéw, u ktorych w celach diagnostycznych czy terapeutycznych istnieje koniecznosc¢
zastosowania cewnikoOw naczyniowych czy urologicznych, wenflonéw, drendéw, zespolen
naczyniowych lub implantéw z tworzyw sztucznych, endoprotez stawowych czy kostnych. Z
tego powodu do badan antyseptyczno$ci warstw grafenowych i zdolnosci blokowania
tworzenia biofilmu wybrano komoérki gronkowcow stephylococus epidermidis [159], [160].
Badania wykonane zostaty w Wydziale Mikrobiologii Centralnego Szpitalu Klinicznego w
Warszawie.

Probki badanych materiatow zostaly wysterylizowane tlenkiem etylenu. Sterylne
szklane probowki zawierajace 10 + 0,5 ml cieklego osrodka do infuzji mozgu (Graso)
inokulowano 0,5 ml zawiesiny zawierajacej bakterie stephylococus o gestosci 0,5 w skali
McFarlanda. Badane probki hodowano przez 7 dni w warunkach stacjonarnych w atmosferze
otoczenia w temperaturze 35 + 1 °© C. Po zakonczeniu okresu inkubacji probki przeptukano
I aseptycznie przeniesiono do probowki zawierajacej 5 ml buforowanego rozcienczalnika o pH
7,0 (Biocorp). Dtugos¢ czasu ekspozycji probki na rozcienczalnik wynosita 3 minuty. Proces
ten przeprowadzono w temperaturze pokojowej. Nastepnie probki umieszczono w 3 ml 2%
roztworu aldehydu glutarowego na 40 minut, a nastgpnie przeptukano dwukrotnie
zbuforowanym rozcienczalnikiem w nast¢pujacych warunkach: temperatura pokojowa, czas
kontaktu 15 minut irozcienczalnik 5 ml. Probki odwadniano w etanolu w szeregu
wzrastajacych stezen (30, 50, 70, 80 i96%) przez 10 minut kazdy. Na koniec probki
umieszczono w 99,8% etanolu na 20 minut, a procedure¢ powtdrzono dwukrotnie. Probki
suszono w warunkach aseptycznych w komorze laminarnej przez 2 godziny. Kliniczny szczep
S. epidermidis zastosowany w badaniu zostal wyizolowany od pacjenta z zakazeniem krwi
obwodowej z centralnego zylnego cewnika. Mikroorganizm zidentyfikowano przy uzyciu
uktadu MS z desorpcja laserowa wspomaganego matryca (Biotyper ™; Bruker). Szczep zostat
zdeponowany w roztworze krioprotektanta (roznych producentéw) i przechowywany w
zamrazarce w temperaturze -70 © C. W tescie probke zaszczepiono na agarze Columbia (Graso)
i inkubowano w 35 + 1 ° C. Badanie przeprowadzono przy uzyciu drugiego pasazu

mikroorganizmu.
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Metodg analizy tworzenia biofilmu, umozliwiajaca obrazowanie ogdlnego wygladu
I specyficznych cech biofilméw tworzonych w roéznych srodowiskach, zaproponowana przez
El Abed et al. [161], wykorzystywana czgsto w literaturze [162]-[164] to uzycie skaningowego
mikroskopu elektronowego (SEM ang. scanning electron microscope). W pracy takze
wykorzystano te technik¢ do oceny zdolnosci blokowania tworzenia biofilmu przez warstwe
grafenowa. Wykorzystywano w tym celu mikroskop AURIGA CrossBeam Workstation firmy
Carl Zeiss 0 maksymalnej rozdzielczosci 1 nm dla napigcia przyspieszajacego rownego 30 kV.
Aby rozproszy¢ tadunek z powierzchni probki, probki pokryto materiatem Au/Pd dla uzyskania
warstwy przewodzacej (okoto 5 nm). Bakteryjne warstwy biofilmu oceniano przy réznych

powickszeniach, pozwalajacych na najlepsze ich zobrazowanie na podtozach grafenowych.

4.4.4. Technologia wytwarzania nanoplatkéw grafenowych dekorowanych
nanoczastkami srebra
W zwigzku z badaniami antyseptycznosci warstw i powltok grafenowych na
medycznym oprzyrzadowaniu takim jak cewniki, wenflony, rurki tracheotomijne i inne,
opracowano technologi¢ wytwarzania nowego materiatu fazy funkcjonalnej o zwigkszonych
wlasciwosciach antybakteryjnych i antyseptycznych: poprzez udekorowanie nanoptatkow
grafenowych nanoczastkami srebra.
Nanoptatki grafenowe GNP oraz surfaktant wybrane zostaly na podstawie selekcji,
opisanej w rozdziale 5.3. GNP dekorowane byly nanoczgstkami srebra (nAg) z firmy
Helioenergia, o $rednich $rednicach czastek 6-8 nm (Tabela 2).

Tabela 2. Materialy stosowane w technologii dekorowania nanoptatkow grafenowych
nanoczgstkami srebra

Material Skrot Firma Zawartos¢ % wt.
Nanoplatki GNP7 ITME, Z-8 60
grafenowe

Nanoczastki srebra nAg Helioenergia 40
Surfaktant AKM- .
.. NOF America 5% wzgledem
0531 2 seril b2 Corporation tek
MALIALIM p nanoczgste

Proces technologiczny wytwarzania nanoptatkow grafenowych dekorowanych
nanoczastkami srebra (GNP/nAg) wraz z czasami trwania sonikacji, opracowane na podstawie

wstepnych badan [159], [165], przedstawiono na rysunku 19.
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GNP + D2+ Toluen
Sonikacja wstepna (15 min)
GNP + D2+ Toluen +
nAg

Sonikacja wlasciwa (60 min)

Odsaczanie prozniowe

Rysunek 19. Proces technologiczny wytwarzania nanoptatkow grafenowych dekorowanych
nanoczqstkami srebra

W pierwszym etapie procesu nanoptatki grafenowe GNP odwazane byly do zlewki,
razem z 30 ml toluenu oraz surfaktantem. Dodanie dyspergatora miato na celu zaré6wno
przeciwdziatanie powstawaniu aglomeratow nAg w dalszym etapie technologicznym, jak
I ulatwienie przytaczenia nanoczastek srebra do ptatkow grafenowych. Tak przygotowana
zawiesina byta przez 15 minut sonikowana w ptuczce ultradzwigckowej InterSonic IS-1K 0
mocy 5 W/cm?®, w celu utworzenia powloki z surfaktantu na GNP. Nastgpnie do zlewki
dodawane byty nanoczasteczki srebra. Calg zawiesing ponownie sonikowano przez 60 minut.
Pod wptywem ultradzwickow i zachodzacej w procesie kawitacji nastgpuje osadzanie
nanoczgsteczek srebra na ptatkach grafenowych. Po zakonczeniu sonikacji, w celu otrzymania
suchego proszku fazy funkcjonalnej GNP/nAg, wykonywano odsaczanie prozniowe przy
uzyciu zestawu Biichnera (Rysunek 20).

Mikrostuktura otrzymanego proszku GNP/nAg oceniana byla na podstawie
mikroskopowych obrazéw uzyskanych przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego
AURIGA CrossBeam Workstation w zaktadzie Instytutu Technologii Materiatow

Elektronicznych w Warszawie.
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Lejek Biichnera )
Bibuta

filtracyjna na

Gumowy korek porowatej ptytce

Gumowy waz
Kolba Biichnera

Przesacz

Rysunek 20. Zestaw Biichnera do odsgczania prozniowego w procesie wytwarzania
nanoplatkow grafenowych dekorowanych nanosrebrem
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5. Opracowanie kompozycji biozgodnych, przewodzacych atramentow

grafenowych

5.1. Heterofazowe atramenty do elektroniki drukowanej

Jednym z gtownych wyzwan elektroniki drukowanej jest skomponowanie materialow
heterofazowych, zwanych atramentami lub tuszami, dzigki ktérym przy uzyciu réznych technik
drukarskich mozliwe jest wytwarzanie przewodzacych warstw, wzordw I Sciezek,
zapewniajacych jednocze$nie wymagang wydajnos¢ elektryczng i mechaniczng [38].

Kompozytowe zawiesiny heterofazowe sktadajg si¢ z trzech gtéwnych komponentéw:
nosnika, rozpuszczalnika oraz fazy funkcjonalnej. Czesto dodatkowo w sklad kompozytu
wchodzi takze surfaktant [38].

Nosnik stanowi osnowe nanoczastek materiatu fazy funkcjonalnej. Dodany do
atramentu pokrywa nanoczastki, zapewniajac ich adhezj¢ do podtoza po wydruku umozliwiajac
tym samym wytwarzanie przewodzacych warstw [39]. W atramentach najczgsciej stosowane
sg takie materiaty jak: glikol etylenowy [36], [166], glicerol [35], [167], glikol dietylenowy
[120], DMF i NMP [40] oraz terpineol.

Dyspergatory oraz surfaktanty, zwane takze stabilizatorami, sg komponentami
poprawiajacymi dyspersje (rOwnomierne rozproszenie) czastek w nosniku, zmniejszajac ich
osiadanie na dnie — sedymentacje¢. Stwarzaja one na granicy osnowy i fazy funkcjonalnej cienka
warstwe zapobiegajaca aglomerowaniu si¢ czgstek. Dzigki temu otrzymuje si¢ jednorodng
zawiesing atramentu, ktora po nadruku tworzy rownomierng warstwe o niskiej chropowatosci,
co przyczynia si¢ jedoczesnie do zwigkszenia jej przewodnictwa elektrycznego [39].
Surfaktanty wplywaja takze znaczaco na wtasciwosci reologiczne zawiesin, poprzez obnizenie
lepkoS$ci i napigcia powierzchniowego atramentow. Najczesciej stosowane w kompozycji
atramentow surfaktanty to kwasy organiczne, bezwodniki kwasow, tiole, fosforany organiczne
oraz polimery z reaktywnymi, polarnymi grupami funkcyjnymi [168]. Do atramentéw
dodawane sg zar6wno materiaty takie jak sodium n-dodecyl sulphate (SDS) [120] jak i inne
surfaktanty komercyjne [121].

Jednym z najistotniejszych skladnikow atramentow przewodzacych jest faza
funkcjonalna, ksztattujaca fizyczne wlasciwosci atramentu oraz decydujaca o wlasciwosciach
elektrycznych otrzymanych z nich warstw [169]. Faz¢ funkcjonalng atramentéw
przewodzacych moga tworzy¢ rézne materialy proszkéw metali, takie jak ztoto [170], srebro
lub nanoczastki srebra [171]-[173] czy miedz [174]. Jednakze materiaty te posiadajg szereg

wad utrudniajgcych wykorzystanie ich przy produkcji funkcjonalnych materiatow
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heterofazowych. Przede wszystkim, nanoczastki metali sg czesto niestabilne w standardowo
stosowanych rozpuszczalnikach [37], takich jak: alkohol etylowy [42], aceton [36], alkohol
izopropylowy [37] oraz woda [35], [36], [166], [167]. MiedzZ jest materiatem, ktory bardzo
szybko ulega utlenieniu [34], [38] a materiaty metaliczne, w tym zltoto i srebro, sg zbyt drogie
[34], [38], [120], aby wykorzystywaé je w produkcji atramentow. Trwajace poszukiwania
pozbawionych powyzszych wad, wysoko przewodzacych czastek, mogacych petni¢ funkcje
fazy funkcjonalnej, skupity si¢ ostatnio na materiatach weglowych, takich jak nanorurki
weglowe [175]-[178] oraz rozne formy grafenu [37], [40], [120], [121], [179].

Z grafenem wigze si¢ ogromne nadzieje jako z materiatem dedykowanym elektronice
drukowanej [39], ktorego zastosowanie w atramentach jest czgsto omawiane w literaturze.
Zastosowanie grafenu do wytwarzania Sciezek i warstw metodami elektroniki drukowanej
zwigzane jest z doskonatymi wlasciwosciami tego materialu (opisanymi w rozdziale 1.1):
elektrycznymi, optycznymi i mechanicznymi a takze stabilno$cig chemiczng i termiczng [35],
[37]-[40], [42], [121].

Nanoptatki grafenowe, mimo ogromnego potencjatu, sa rzadko wykorzystywane jako
faza funkcjonalna, poniewaz wytworzenie jednorodnego, stabilnego atramentu bazujacego na
tym materiale pozostaje wcigz duzym wyzwaniem [39], [120]. Istnieje kilka problemow,
przedstawionych na rysunku 21, ktére powinny zOsta¢ rozpatrzone podczas wytwarzania
i drukowania heterofazowych, przewodzacych zawiesin bazujagcych na nanoptatkach
grafenowych [38], [40].

Problemy z zawiesinami GNP

Trudnos$¢ w dyspersji GNP Zatykanie dyszy drukujacej

Reologia atramentu il ZaWartosc f azy
funkcjonlane;j

Rysunek 21. Problemy zwigzane z wytwarzaniem 1 zastosowaniem grafenowych atramentow
heterofazowych bazujqcych na nanoptatkach grafenowych

Warunkiem wstgpnym, niezbednym do wytworzenia atramentéw do rdznych
zastosowan w elektronice drukowanej, jest uzyskanie dobrej dyspersji grafenu w
rozpuszczalniku [36]. Oznacza to, iz GNP. powinny utrzymywaé si¢ w calej objetosci

atramentu. Niezwykle istotne jest takze, aby produkowany atrament byl stabilny. Czastki fazy
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funkcjonalnej nie powinny sedymentowaé od razu po zakonczeniu procesu Wytwarzania [38],
[41]. Wymagana jest rowniez jednorodnos$¢ zawiesiny, CO 0znacza, iz przy obserwacji okiem
nieuzbrojonym nie sg rozroznialne pojedyncze czastki iaglomeraty fazy funkcjonalnej w
zawiesinie. Niestety, GNP sg bardzo trudno dyspergowalne, a ze wzgledu na ich nanometrowe
wymiary skutkujace silnymi oddziatywaniami van der Waalsa [120], fatwo ulegajg aglomeracji.
Powoduje to znaczne utrudnienia w uzyskaniu jednorodnej, stabilnej, grafenowej zawiesiny
heterofazowej.

Wytwarzany atrament grafenowy powinien wykazywac¢ wtasciwosci reologiczne, takie
jak lepkos¢ i napiecie powierzchniowe, dobrane do wymogoéw danej techniki wykonywania
$ciezek. Dla techniki druku strumieniowego i powlekania natryskowego wymagana jest niska
lepkos¢, dostosowana tak, aby mozliwe byto wytworzenie kropli bez wyciekania atramentu z
dyszy lub jego wysychania w jej srodku. Rekomendowany do techniki druku strumieniowego
zakres lepkosci to 1-25mPas [38], [40], [41] a do powlekania natryskowego: 0,7 do 2 mPas
[180]. Wtiasciwa lepko$¢ atramentu pozwala takze na uniknigcie nieregularnego
I niekontrolowanego rozptywu materiatu atramentu na podtozu.

Zawarto$¢ GNP w atramentach do druku strumieniowego i powlekania natryskowego
jest bardzo niska, zawiera si¢ w zakresie 0,002-1 wag. % [38]. Najczgsciej stosowana jest
zawartos$¢ rzedu 0,1 wag % [120] [34] [121]. Z jednej strony zwigkszenie zawartosci GNP w
atramencie skutkuje najczg$ciej zatykaniem dyszy drukarskiej, a w konsekwencji —
zaburzeniem i czgsto przerwaniem procesu druku. Z drugiej strony, przy niskiej zawartosci
wypelniacza, otrzymanie przewodzacej grafenowej warstwy jest utrudnione, a efektywno$¢
techniki drukarskiej — zmniejszona [38]. Wigksza zawarto§¢ GNP skutkuje bowiem lepsza
przewodnoscig drukowanych $ciezek [23], pozwala wigc na zmniejszenie liczby powtdrzen
nadruku koniecznych do wytworzenia przewodzacych wzorow [41].

W technikach druku strumieniowego i powlekania natryskowego, nalezy zwrocié
szczegolng uwage na zagrozenie przerwania procesu nadruku $ciezek. Aby tego uniknac,
$rednice nanoczastek w atramencie nie powinny przekracza¢ 1/50 $rednicy dyszy [37], [181].
Niespelnienie tego warunku moze powodowac niestabilno$¢ w procesie drukowania zwigzang
z gromadzeniem si¢ czastek fazy funkcjonalnej na krawedziach dyszy, skutkujaca poczatkowo
zmiang trajektorii lotu kropli, a ostatecznie nawet catkowitym zatkaniem dyszy [37]. GNP, ze
wzgledu na tatwos$¢ aglomeracji, mogg czesto powodowacé trudnosci w trakcie procesu
wykonywania Sciezek | warstw przewodzacych.

Aby speli¢ wszystkie wymagania stawiane atramentom grafenowym niezbedne jest

staranne, uwzgledniajace wymienione wyzej czynniki, opracowanie skladu materiatu
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heterofazowego oraz szczegdtowe zaplanowanie technologii jego wytwarzania. Wysitek z tym
zwigzany moze pozwoli¢ na uzyskanie stabilnego kompozytu o odpowiednich wtasciwosciach
reologicznych, z wysoka zawarto$cig fazy funkcjonalnej, wolnego od aglomeratéw,
zachowujacego jednoczesnie wlasciwosci pierwotnego grafenu.

Gléwnym celem pracy bylo opracowanie kompozycji itechnologii wytwarzania
biozgodnych atramentow bazujacych na nanoptatkach grafenowych, mozliwych do nanoszenia
technikg druku strumieniowego. Wysoki poziom trudno$ci zadania wynikat z koniecznosci

spelnienia przez atrament dwoch kategorii warunkoéw [119], [182] — przedstawionych na

! WARUNKI
' Biologiczne ' Techniczne

e Cytozgodno$¢

rysunku 22.

Jednorodnos$¢
Stabilnos$¢
Lepkos¢
Napiecie
powierzchniowe

Rysunek 22. Warunki stawiane biozgodnym atramentom

Po pierwsze, ze wzgledu na zastosowanie w biomedycynie, powstaty atrament musi by¢
cytozgodny, tzn. nie powodujacy zmian w integralnosci btony komodrkowej, w aktywnosci
enzymow zwigzanych z metabolizmem komorki czy tez w zdolnosci do proliferacji. Po drugie,
musi spetnia¢ warunki techniczne, takie jak stabilno$¢ ijednorodnos¢, umozliwiajace
poprawne drukowanie atramentu, oraz warunki reologiczne okreslone w technice druku
strumieniowego [119], opisane szczegotowo W rozdziale 7.1.2.

Niestety, wiekszo$¢ materialow wykorzystywanych do wytwarzania zawiesin
heterofazowych, stosowanych w elektronice drukowanej, jest biologicznie szkodliwa [183],
tzn. powodujaca defekty w strukturze zywych komorek, skutkujace zaburzeniami ich funkcji
lub ich $miercig. Rozpuszczalniki organiczne, w ktorych zawieszane sg czastki fazy
funkcjonalnej, takie jak toluen, izopropanol, alkohol etylowy, a takze zywice i polimery
powszechnie stosowane jako no$niki: zywica epoksydowa, glikol etylenowy, polimetakrylan
metylu, oraz surfaktanty, niezb¢dne przy wykonywaniu atramentéw do druku strumieniowego,
sg uwazane za toksyczne [12]. Na podstawie analizy literaturowej stworzono schemat

przedstawiony na rysunku 23. Prezentuje on materialty wykorzystywane do wytwarzania
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atramentOw heterofazowych przeznaczonych do technologii elektroniki drukowanej oraz ich

biozgodne zamienniki, ktére wykorzystane zostaly w prowadzonych badaniach.

POWSZECHNIE BIOZGODNE
STOSOWANE ZAMIENNIKI

alkohol etylowy, toluen,

izopropanol, octan ROZPUSZCZALNIK woda dejonizowana
karbitolu butylowego

zywice epoksydowe,
etyloceluloza, zywice
polimerowe np. PMMA,

kwas poliakrylowy,
polimery rozpuszczalne
w wodzie: PEG, PVA

NOSNIK

proszki metali: srebro, alotropowe odmiany
platyna, miedz. FAZA wegla: proszek grafitu,
tlenki metali: BaTiOs, FUNKCJONALNA platki grafenu,

RuO> nanorurki weglowe

polimery polarne, tiole,

siarczany sodu np. SDS, SURFAKTANT brak
SLS

Rysunek 23. Materialy stosowane do wytwarzania atramentow do zastosowan elektroniki
drukowanej i ich biozgodne zamienniki

5.2. Dobér rozpuszczalnika

Rozpuszczalnik, wraz z nosnikiem tworzg baze atramentu. Rozpuszczalnik musi by¢
kompatybilny chemicznie z no$nikiem, co oznacza zdolno$¢ do rozpuszczenia materialu
nosnika. Ponadto, powinien charakteryzowac si¢ wysoka lotnoscia, tak aby po nadruku $ciezki
nie nastapit nieregularny rozptyw atramentu na podtozu. Dzigki odparowaniu rozpuszczalnika
dostosowanego do predkosci druku, na podtozu otrzymywany jest pozadany wzor, sktadajacy
si¢ z no$nika i czgstek fazy funkcjonalnej.

Powszechnie znanym rozpuszczalnikiem, stanowigcym nieodtagczng i niezbedng czesé
srodowiska biologicznego, charakteryzujacym si¢ w zwiazku z tym biozgodnoscia, jest woda.
Wykorzystanie tego rozpuszczalnika w atramentach zwigzane jest jednak z komplikacja
procesu drukowania wzoréw. Wysoka temperatura wrzenia wody, wynoszaca 100°C,

oznaczajaca powolne odparowywanie kropli, utrudnia formowanie $ciezek. Proces nadruku
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staje si¢ nieekonomiczny czasowo. Mimo to, wybor tego rozpuszczalnika jest wielce pozadany
przy produkcji atramentéw do zastosowan biologicznych, szczegélnie do bezposredniego
kontaktu z komoérkami. Alternatywnym rozpuszczalnikiem jest aceton. Dzigki prawie
dwukrotnie nizszej temperaturze wrzenia wynoszacej 56°C, przy uzyciu acetonu W procesie
technologicznym druku $ciezek lub warstw, uzyska¢ mozna szybsze, niz w przypadku wody,
odparowywanie kropli. Wykorzystanie tego rozpuszczalnika w badaniach biologicznych
zaktada, iz po procesie powlekania nastgpi suszenie, dzigki ktoremu 100% rozpuszczalnika
ulegnie odparowaniu, a w warstwie zostang jedynie nictoksyczne: faza funkcjonalna i no$nik.
Rozpuszczalnikiem wchodzagcym w sktad atramentow wytwarzanych w pracy byta
woda dejonizowana lub aceton. Woda dejonizowana uniemozliwiata bowiem wytworzenie
$ciezek I warstw na nietypowych podtozach stosowanych w pracy, takich jak cewniki czy ptytki
do hodowli komorkowych. Materialy te sg niewytrzymale na dziatanie wysokich temperatur.
Mozliwosé¢ uszkodzenia podtozy, podczas procesu wstgpnego suszenia, Opisanego w rozdziale
4.2.3, podczas ktorego podloze podgrzewane jest do temperatury przyspieszajacej
odparowywanie kropel wody (80°C), eliminowala ja jako rozpuszczalnik atramentéw
zastosowanych do druku na nietypowych podtozach. W zwigzku z tym cze¢$¢ prac uwzgledniata
zamian¢ rozpuszczalnika wodnego na rozpuszczalnik odparowujacy przy nizszych

temperaturach suszenia wstepnego (60°C) — aceton.

5.3. Dobor materialu nosnika

Nosnik, zwany takze osnowg fazy funkcjonalnej, jest to materiat polimerowy, spajajacy
czastki wypelniacza [39], [184]. Nadaje on kompozycji wlasciwe dla wybranej technologii
drukarskiej cechy reologiczne umozliwiajac drukowalno$¢ zawiesiny. Drukowalnos¢
rozumiana jest jako zestaw wlasciwosci fizycznych atramentu, umozliwiajacych poprawny
proces nadruku $ciezki. Poprawny proces nadruku, opisany w rozdziale 7.1.4, osiggany jest w
druku strumieniowym dzigki generowaniu z dyszy powtarzalnych kropli o tych samych
srednicach, tworzacych na podtozu Sciezki charakteryzujace si¢ wysoka jakoscia, tzn. ciggtle,
$ciezki, o jednorodnej grubosci i rownych krawegdziach oraz wysoka rozdzielczo$cig w zakresie
30-50 pum.

Przy pracy z materialami biologicznymi wykorzystywane sg cz¢sto rozpuszczalne w
wodzie polimery o réznej masie czgsteczkowej, takie jak poliglikol etylenowy (PEG),
polialkohol winylowy (PVA), a takze glicerol i komercyjne materialy dedykowane do hodowli
komorkowych, takie jak Pluronic (PLR). Wiele zrodet wskazuje na cytozgodno$é tych
materiatow [73], [116], [119], [127], [128], [185], [186]. Na podstawie wykonanej analizy
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literaturowej jako potencjalne no$niki grafenowych, przewodzacych atramentow

heterofazowych wybrano do badan materiaty przedstawione w tabeli 3.

Tabela 3. Materialy testowane jako nosniki atramentow

Nr Nazwa Skrot Masa czgsteczkowa Firma
Poliglikol .
1. PEG 4 4 Fluka Anal I
etylenowy 400 G 400 00 uka Analytica
Poliglikol Loba-chemie Wien
2 etylenowy 1500 PEG 1500 1500 Fischamend
g |  Polialkohol PVA 31 31.000-50.000 Acros Organics
winylowy
4. PO_IIalkOhOI PVA 85 85.000-124.000 Acros Organics
winylowy
Gliceryna Avantor
5. bezwo)cgna GLR 921 Performance
Materials Poland
6. Pluronic F-127 PLR 12.500 Sigma-Aldrich

W atramentach wytwarzanych do zastosowan elektroniki drukowanej, takich jak druk
strumieniowy, zawarto$¢ no$nika w kompozycie jest zalezna od lepkosci, wymaganej w danej
technologii. Jak juz wspomniano, dla druku strumieniowego lepkos¢, zapewniajaca zdolno$é¢
formowania prawidtowej, regularnej kropli wplywajacej na poprawnos¢ procesu drukowania,
zawiera si¢ w przedziale 1-25 mPas [38], [40], [41]. W zalezno$ci od rodzaju stosowanego
materialu osnowy oraz wybranej fazy funkcjonalnej determinowana jest zawarto$¢ nosnika w
atramencie. Wraz ze wzrostem zawarto$ci nosnika w atramencie, wzrasta prawdopodobienstwo
otrzymania jednorodnej zawiesiny i wtasciwej adhezji warstwy do podtoza. Dlatego w
grafenowych atramentach heterofazowych, stosowanych w aplikacjach elektroniki drukowanej,
stosuje si¢ wysokg zawartos¢ nosnika — od 10 do 30 % wag. [39], [41], [120]. Z kolei w
atramentach biozgodnych powinno unika¢ si¢ tak wysokich zawartosci polimerow, tworzacych
nosnik, poniewaz w wysokim stezeniu mogg powodowac degradacje i Smier¢ komorek.

Ze wzgledu na wymagang biozgodno$¢ w pracy, podjeto probe zmniejszenia zawartosci
nosnika w atramencie. Celem bylo zastosowanie najmniejszej mozliwej zawartosci,
umozliwiajaca jednocze$nie wytworzenie jednorodnej zawiesiny heterofazowej. W zwiazku z
tym, podjeto probe zawieszenia GNP w wodnym roztworze, zawierajacym od 2% do 10% wag.
materialu no$nika.

Stosowalno$¢ polimeroéw rozpuszczalnych w wodzie przy wytwarzaniu biozgodnych

atramentéw grafenowych, zostala w pracy okreslona poprzez zdolno$¢ do dyspersji, a wigc
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zawieszenia i rozproszenia GNP w tych materiatach. Procedura zawieszania GNP w materiale
bazowym opisana zostala szczegblowo w rozdziale 4. Oczekiwanym wynikiem byto
otrzymanie zawiesiny heterofazowej, w ktorej nie ma widocznych aglomeratow oraz nie sg
rozrdznialne pojedyncze czastki GNP. W zawiesinie tej materiat GNP powinien by¢
rozproszony rownomiernie, w catej objetosci i nie gromadzi¢ si¢ na dnie. W zwigzku z tym, w
pracy dyspersja oceniana byla organoleptycznie pod katem trzech kryteriow:

o Braku widoczno$ci pojedynczych czastek GNP

o Braku widocznosci aglomeratow GNP

o Rownomiernosci rozproszenia GNP w objetosci zawiesiny

Lista wytworzonych atramentow, wraz z oceng ich stopnia dyspersji, przedstawiona zostata w

tabeli 4. W tabeli 5. umieszczono natomiast zdjecia, pozwalajace na ocene stopnia dyspersji.

Tabela 4. Lista wytworzonych grafenowych zawiesin heterofazowych bazujgcych na réznych
nosnikach, wraz z opisem uzyskanego stanu dyspersji fazy funkcjonalnej

Ocena dyspersji
Nr | Nosnik Zawartos¢ Brak Brak i Réwnomiernosé
czastek aglomeratow rozproszenia
GNP GNP
1. 10% NIE TAK TAK
2. PEGA400 5% NIE NIE TAK
3. GLR 10% NIE TAK TAK
4. 5% NIE NIE TAK
5. 10% TAK TAK TAK
6. | PEG1500 5% TAK TAK TAK
7. 2% TAK TAK TAK
8. 10% NIE NIE NIE
9. PVASL 5% NIE NIE NIE
11. 10% TAK TAK TAK
12. PLR 5% TAK TAK TAK
13. 2% TAK TAK TAK

Przeprowadzone testy dyspersji fazy funkcjonalnej w wodnej zawiesinie, z réznymi
rodzajami osnowy, pozwolity na wykluczenie z dalszych badan materiatéw alkoholi
poliwinylowych (PVA) oraz gliceryny.

Dhugotrwata, trwajaca ponad 24 h proba rozpuszczenia materiatu polimerowego PVASS
w wodzie poskutkowata otrzymaniem niejednorodnej, wysokolepkiej zawiesiny. Proby
rozpuszczenia nawet niskich zawarto$ci tego materialu zakonczyly si¢ niepowodzeniem,

wykluczono wigc go z dalszych badan. Polimer PVA31, nawet zastosowany w duzej ilosci, nie
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umozliwial otrzymania zgodnej z postawionymi kryteriami dyspersji GNP. Juz przy 10% w
roztworze widoczne byly poszczegolne czastki i1 aglomeraty GNP.

W podobny sposob przedstawiata si¢ dyspersja GNP w wodnym, 10% roztworze
gliceryny, w ktérym widoczne byty gotym okiem aglomeraty nanoczastek. Dyspersja uzyskana
dla 10% roztworu poliglikolu etylenowego PEG400 byta lepsza od opisanych wyzej
materiatow. W zawiesinie rozréznialne byly wprawdzie pojedyncze czastki GNP jednak
utrzymywaly si¢ one rOwnomiernie w objetosci kompozytu.

PEG1500 oraz Pluronic to materiaty, w ktorych udato si¢ uzyska¢ dyspersje GNP,
spetniajaca wszystkie postawione kryteria, nawet przy tak niewielkiej zawarto$ci no$nika,
takiej jak 2% wagowo. GNP byly rownomiernie rozproszone w objetosci kompozycji, po
wytworzeniu nie osiadly na dnie a zawiesina byla jednorodna: w jej objetosci nie byto

widocznych aglomeratow i czastek GNP. Oba materialty wybrane zostaty do dalszych testow.
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Tabela 5. Zdjecia zawiesin GNP w réznych osnowach

Atrament z osnowg PVA31, z widocznymi | Atrament z osnowa PEG400 z widocznymi
aglomeratami GNP czastkami GNP

Spelniajacy kryteria atrament z osnowa
PEG1500

5.4. Dobér materialu fazy funkcjonalnej
Faza funkcjonalna ksztaltuje fizyczne wlasciwosci atramentu oraz decyduje o
wlasciwosciach elektrycznych otrzymanych z nich warstw [169]. Coraz czgsciej
wykorzystywana, przewodzaca faza funkcjonalng sg takze rdzne postacie wegla m.in.:
nanorurki weglowe [175]-[178] i nanoptatki grafenowe [37], [40], [41]. W kontekscie aplikacji

biomedycznych szczegdlnie istotne jest to, ze materialy te, jako alotropowe odmiany wegla,
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charakteryzuje cytozgodnos¢ [18], [24]. Jednak, ze wzglgdu na mozliwo$¢ wystepowania
zanieczyszczen metalami wewnatrz nanorurek, jest to potencjalnie gorszy biomateriat weglowy
od grafenu [13], [187].

Materiaty grafenowe, w zaleznosci od zrodta, z ktorego sg pozyskiwane i sposobu ich
wytwarzania, mogg posiada¢ r6zne wlasciwosci fizyczne. Ich réznice w powierzchni wiasciwej
I wymiarach ptatkow w znaczacy sposodb wptywaja na tatwos¢ dyspers;ji ptatkow w zawiesinie
oraz wlasciwosci elektryczne 1 mechaniczne drukowanej warstwy [38]. Bardzo istotny jest
takze ich wplyw na zachowanie nanoczgstek w stosunku do komorek. Wtasciwosci fizyczne,
fizykochemiczne i strukturalne determinujg bowiem wptyw materiatu na zdolno$¢ do penetracji
komorek, przez co decydujg jednoczesnie o jego toksycznosci lub cytozgodnosci [13], [18],
[21].

Niewatpliwymi zaletami ptatkow grafenowych GNP sa ich whasciwosci elektryczne
i zdolno$¢ przewodzenia pradu, bedacych niezbednymi cechami fazy funkcjonalnej stosowanej
do wytworzenia przewodzacych atramentéw. Ponadto wiele zrédet literaturowych wskazuje, iz
materialy grafenowe, jako alotropowe odmiany wegla, charakteryzuje cytozgodnos$¢ [185],
[187], [188]. Z tego wzgledu zostaly one w pracy wybrane do zastosowania jako faza
funkcjonalna wytwarzanego przewodzacego, biozgodnego atramentu. Po wstepnych badaniach
wybrano pig¢ rodzajéw nanoplatkéw grafenowych, réznigcych sie zroédtem pochodzenia
I Srednimi $rednicami czgstek. Wybor ten umozliwil przeprowadzenie testow zwigzanych z
wpltywem wielkosci ptatkow na cytozgodno$¢ atramentow. W literaturze wielokrotnie
podkreslana jest bowiem zalezno$¢ cytozgodnosci nanoczastek od ich powierzchni wlasciwe;j,
liczby warstw, czystosci oraz przede wszystkim rozmiaru czgstek materialu, wchodzacych w

interakcje z komorkami [12], [18], [21].

Tabela 6. Grafenowe materialy fazy funkcjonalnej

Nazwa Pochodzenie Srednica platkéw
GNPnano ITME, Z-8 <2um
GNPSI ITME, Z-8 <8 um
GNP7 ITME, Z-8 15 um
GNP C Cheap Tube 15 um
GNP M25, XG Science 20 um
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Z wykorzystaniem skaningowego mikroskopu elektronowego scharakteryzowano
I zmierzono wielkosci pigciu wyselekcjonowanych rodzajow nanoptatkow grafenowych,
przedstawionych w tabeli 6. Tabela 7. zawiera zdj¢cia wszystkich badanych materiatow. Ze
wzgledu na znaczne rdéznice w wymiarach czastek, zastosowano rozne powiekszenia zdjec: od

3000 do 20000 dla tak, aby mozliwe bylo jak najlepsze scharakteryzowanie kazdego materiatu.

Tabela 7. Obrazy SEM grafenowych czgstek fazy funkcjonalnej

Mag= 2000KX SignalA=InLens Sample ID = GNP nano
EWT= 100KV  SignalB=Inlens StageatT= 0O°
WD=32mm  ESBGrid= 800V ITeE

Mag= 1500KX SignalA=inlens Sample ID=GNPnano mmm
EHT= 100KV  Signal B=Inlens StagestT= 00° m
WD=3imm _ ESBGid= 800V

GNPSI

" Mag= 1246KX Signal A=SE2  Sample ID = GNP Sl
f—— EHT= 100KV  SignalB=InLens StageatT= 0.0°
WD=36mm _ ESBGrid= 1500V

453 KX Signal A= SE: Sample 1D = GNP 51
— EHT= 1.00kvV  Signal B=InLens StagestT= 0.0° |-|' ﬂ

WD = 3.6 mm ESB Grid = 1500V
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Mag= 300KX SignalA=lnLens Sample ID = GNP7 Z8 200 am Mag= 2002KX Signal A= InLens Sample 1D = GNP Z8
EHT= 300KV  SignalB=SE2 StageatT= 00° I EHT= 300KV SignalB=SE2 StageatT= 00° m
WD = 34mm __ESBGrid= 1500V WD=32mm __ ESBGrid= 1500V

GNP M25

“Mag= 500KX SignalA=inlens Sample ID = xGnP-M-25 Mag= 2000 KX Signal A-SE2 Sample ID = GnP-M25
e = 100wy ngh o SmgnatT= 0.0° H EMT= 100KV  SignalB=Inlens StageatT= 0.0 It

WD = 28mm ESB Grid= 500V WD = 28mm ESB Grid=_ 500V

T

~ i
Mag= 2000 KX EHT = 1.00 KV Signel & = InLens Stageal T= 00°
WD = 3.5mm Sample ID = GNPC w |

Na podstawie zdje¢ SEM oceniono wielkosci czastek weglowych. Najmniejsze
wymiary ptatkow widoczne byty dla materiatu GNPnano. Zmierzone wymiary wahaty si¢ od
720 nm do 1329 nm a $rednia $rednica ptatkéw wynosita okoto 1 pum. Na zdjeciach
przedstawiajagcych GNPnano zauwazy¢ mozna jednak pojedyncze skupiska aglomeratow,
nicktore z ptatkow tworzyly zawinigte, nieregularne skupiska. GNP SI miat bardzo

zréznicowane wymiary platkow. Niektore, mniejsze, miaty przyblizong srednicg nawet 1,5 pm,
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kiedy najwicksze zmierzone — 8,85 um. Ptatki te tworzyly zupetie plaskie struktury, nie
wykazywaty podatnosci na aglomerowanie. Wymiary pozostatych materiatéw, o wickszych
srednicach wynosity: GNP7 oraz GNPC — 15 um oraz GNPM25 — 20 pum. Ponadto ptatki GNP7,
GNPM25, GNPC byty wolne od skupisk aglomeratow.

Kazdy z przebadanych materiatow, ze wzgledu na rdznice w $redniej srednicy platkow,
moze znalez¢ zastosowanie w zawiesinach do réznych technik drukarskich. Do druku
strumieniowego polecane jest stosowanie czastek o jak najmniejszym wymiarze. Wynika to z
problemow technologicznych procesu, zwigzanych z czopowaniem wylotu dyszy. W glowicy
drukarki czgstki zawarte w heterofazowym atramencie sedymentujg i osadzajg si¢ na wylocie
dyszy, co moze skutkowa¢ zmiang trajektorii lotu kropli lub nawet przerwaniem procesu
nadruku poprzez zatkanie dyszy [37]. Jak juz wspomniano, aby unikng¢ istotnych problemow
z tym zwigzanych, czastki w atramencie heterofazowym powinny by¢ mniejsze niz srednica
dyszy drukarki strumieniowej. Najkorzystniejsze warunki druku uzyskuje sie, jesli czastki sg
przynajmniej 50 razy mniejsze od $rednicy dyszy [37], [181]. Poniewaz uzywana w pracy ma
srednice 50 pm, do wytwarzania biozgodnych przewodzacych atramentéw grafenowych do
druku strumieniowego najlepszymi materiatami s3 GNPnano i GNP SI. Jednakze wraz ze
wzrostem $rednicy platkow, wzrastajg takze wlasciwosci przewodnictwa wytworzonej warstwy
[23]. Przy zastosowaniu technologii natrysku, w ktorym nie ma grozby zatkania dyszy
drukujacej, lepszym materiatem sg platki wieksze, a wigc GNP7, GNPC lub GNPM25.

Przetestowano zdolno$¢ dyspersji wszystkich wymienionych rodzajéw materiatow
weglowych w wybranych osnowach polimerowych: PEG1500 oraz Pluronic.

Zawiesina zawierajgca ptatki grafenowe o najmniejszych $rednicach GNPnano byta
trudna w dyspersji. Dostrzegalne w zawiesinie aglomeraty wplywaty na niejednorodno$é
uzyskanego materiatu. Powstawanie aglomeratow, widocznych juz na zdjeciach SEM,
zwigzane byto z nanometrowymi wymiarami czastek, powodujacych wystepowanie bardzo
silnych oddziatywan Van der Walsa migdzy nimi [120]. Jednakze zaréwno czastki GNP jak
i aglomeraty utrzymywaty sie w calej objetosci zawiesiny. W zwigzku z tym ten wihasnie
material zakwalifikowano do dalszych testow.

Wszystkie rodzaje ptatkow grafenowych o duzych $rednich wymiarach: GNP7, GNPC
oraz GNPM25, stworzyty jednorodne, heterofazowe zawiesiny o intensywnej, czarnej barwie.
Zawieszenie w osnowie GNPSI o s$rednich rozmiarach platkéw, takze poskutkowato
uzyskaniem jednorodnej zawiesiny, jednak charakteryzowala si¢ ona szarg barwg. Uzyskana

intensywno$¢ barwy bezposrednio zwigzana byla z wymiarami ptatkdw, co pokazano na
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rysunku 24. Platki o wigkszych wymiarach zajmujg wigcej objetosci w zawiesinie 0

ciemniejszej barwie.

Rysunek 24. Poréwnanie intensywnosci barwy zawiesin zawierajgcych tq samg zawartos¢é
fazy funkcjonalnej o roznych wymiarach ptatkow. Po lewej stronie: GNP7, 15 um, po
prawej stronie: GNPSI, 8 um

Na podstawie przeprowadzonych obserwacji uznano, iz wszystkie wyselekcjonowane
nanoptatki grafenowe moga by¢ zastosowane jako faza funkcjonalna w grafenowych,
heterofazowych atramentach. Wszystkie pie¢ rodzajow zostalo wigc poddanych testom
zwigzanym z cytozgodnoscig wzgledem mezenchymalnych komorek macierzystych, ktore

zostaty opisane w rozdziale 5.6.

5.5. Dobodr materialu surfaktantu

Surfaktanty sa niezbednym sktadnikiem atramentow w elektronice drukowane;.
Wplywaja one na zmniejszenie napigcia powierzchniowego atramentu, umozliwiajac
prawidtowe formowanie kropli w procesie nadruku oraz wtasciwy rozplyw atramentu na
podtozu [189]. Najistotniejsze jest jednak to, ze surfaktanty utatwiajg uzyskanie prawidtowej
dyspersji czastek, bedacej niezbednym warunkiem uzyskania jednorodnego atramentu. Na
podstawie analizy literaturowej mozna stwierdzi¢, iz do najczesciej stosowanych surfaktantow
zaliczy¢ mozna polimery polarne, fosforany lub tiole [168], ktore stwarzaja na granicy osnowy
i fazy funkcjonalnej cienkg warstwe zapobiegajacg aglomerowaniu si¢ czgstek. Dzigki temu
otrzymuje si¢ jednorodng zawiesing atramentu, ktéry po nadruku tworzy rownomierng warstwe
o niskiej chropowato$ci. Prowadzi to do obnizenia rezystancji tej warstwy. Ponadto czastki,
ktore nie majg tendencji do aglomerowania sg lzejsze, nie ulegaja wigc sedymentacji.

Niestety, istnieje wiele publikacji wykazujacych, iz surfaktanty, stosowane do
wytwarzania heterofazowych zawiesin, sg toksyczne [12], [20] wobec komorek, powodujac ich

obumieranie. Poprawa stanu dyspersji i zmniejszenie sedymentacji czastek w atramentach
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grafenowych, skutkujgce utatwieniem przysziego procesu wytwarzania warstw | wzoréw jest
jednakze niezbednym etapem w produkcji zawiesin heterofazowych [190].

W zwigzku z tym, w pracy podjeto probg doboru funkcjonalnych pod wzgledem
fizycznym a jednoczesnie biozgodnych surfaktantow. Wymogiem niezbednym bylo
zastosowanie materialdw rozpuszczalnych w wodzie i acetonie.

Na podstawie analizy literaturowej i wstgpnych wynikow wybrano dwa rozne,
rozpuszczalne w wodzie, komercyjne materiaty: Capstone FS-3100 firmy DuPont (C) oraz
AKM-0531 z serii Malialim japonskiej firmy NOF (D2). Niejonowy fluorosurfaktant firmy
DuPont, nazwany roboczo surfaktantem C, wykorzystywany jest jako $rodek zapewniajacy
doskonate zwilzanie czastek fazy funkcjonalnej i obnizajacy napigcie powierzchniowe w
roztworach wodnych [191]. Jak wynika z informacji udostepnionych przez producenta [192]
surfaktant Malialim, nazwany roboczo D2, tworza polimery funkcyjne o budowie
grzebieniowej. Posiadaja one grupy jonowe na tancuchach gtéwnych, ktére odpowiadaja za
absorpcje polimeru do powierzchni proszku ijego zwilzenie, oraz tancuchy boczne, ktore
wywoluja efekt odpychania si¢ czastek fazy funkcjonalnej, poprawiajac ich dyspersje w
zawiesinie. Jak wykazano w rozdziale 8.2 materiaty te okazaty si¢ biozgodne. Po wytworzeniu
atramentow z dodatkiem surfaktantéw zaobserwowano poprawg dyspersji. Aby ocenic¢
doktadniej ich wptyw, przeprowadzono dodatkowo testy sedymentacji czastek atramentow —
opisane szczegdtowo w rozdziale 7.1.1. Testy te potwierdzity, iz uzycie surfaktantow zwigksza

stabilno$¢ atramentow, wydhluzajac czas, w ktérym pozostajg one jednorodne.

5.6. Badania cytozgodnos$ci wybranych komponentow atramentéow grafenowych

W celu oceny biozgodnosci wyselekcjonowanych komponentéw atramentow
bazujacych na nanoptatkach grafenowych, przeprowadzono wstgpne testy zywotnosci
mezenchymalnych komorek macierzystych (hADSC). Metodologia badan cytozgodnosci
opisana zostala w rozdziale 4.4.2.

Ocena biozgodnosci wyselekcjonowanych nosnikéw, przeprowadzono w celu oceny
mozliwo$ci wykorzystania ich do produkcji biozgodnych atramentow grafenowych.
Hodowla komorek macierzystych hADSC, na podstawie ktorej wykonano test Alamar Blue,
pozwolita okresli¢c procentowo liczbe komorek, ktore przezyly osadzone na warstwie
zawierajagce] 100 pg/ml GNP zawieszonego w 2% roztworze polimerowego materiatu

PEG1500 lub Pluronic FS-127.
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Rysunek 25. Przezywalnos¢ komorek macierzystych na warstwie grafenowej z
wybranymi nosnikami

Uzyskane wyniki, przedstawione na rysunku 25, wyraznie wskazujg, iz atramenty
wykonane na bazie osnowy Pluronic tworza nieodpowiednie podtoze do hodowli komorek.
Przezywalno$¢ komorek w tym wypadku wynosita ponizej 10%. Jest to wynik zaprzeczajacy
doniesieniom literaturowym, twierdzacym, iz Pluronic to materiat charakteryzujacy sig
cytokompatybilnoscig. Powodem jest zastosowanie w atramentach wigkszej ilosci materiatu
polimerowego (2%) w stosunku do badan cytozgodnos$ci odnalezionych w literaturze: 0,002%-
0,25% [73], [127], [128].

Z drugiej strony, ogromny potencjal materiatow PEG zastosowanych w bioinzynierii
i w hodowlach komoérkowych to temat czgsto poruszany w literaturze [73], [193]-[195].
Przeprowadzone testy potwierdzily, Ze atramenty zawierajace PEG mogg by¢ wykorzystane w
hodowli komorkowej, zapewniajag bowiem zadawalajgcg przezywalnos¢ komoérek — ponad
70%. Rownomierne rozproszenie GNP uzyskano w materiale o wigkszej masie czasteczkowe;j
PEG1500. Polimer ten wybrano wiec do dalszych badan.

Rownolegle prowadzone wstepne, przeprowadzone na komoérkach macierzystych
hADSC testy pozwolity na okreslenie stopnia biozgodnosci czgstek grafenowych o réznych
wymiarach platkow, zawieszonych w ilosci 100 pg/ml w osnowach polimerowych. Aby
upewnic si¢, iz otrzymane w poprzednim badaniu wyniki nie zalezaly od rodzaju uzytego w

atramencie grafenu, ponownie zbadano oba no$niki: Pluronic i PEG1500.
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Rysunek 26. Przezywalnos¢ komorek macierzystych na warstwach grafenowych

wytworzonych przy uzyciu materiatow o roznych wymiarach czgstek

Wyniki testow cytozgodnosci przedstawiono na rysunku 26. Na ich podstawie
potwierdzono, iz na warstwie utworzonej przy uzyciu osnowy PLR, niezaleznie od rodzaju
zastosowanego materialu grafenowego, komorki macierzyste hADSC obumierajg.
Przezywalnos$¢ w najlepszym przypadku nie przekraczata 20%.

Atramenty oparte na PEG1500 dla wszystkich materiatow grafenowych wykazaty
wysoka cytozgodno$é. Przezywalnos$¢ komorek w kazdym wypadku wynosita okoto 70%.
Warto$¢ ta jest granicg, przy ktorej mozna uzna¢ iz badany materiat jest cytozgodny. Dla
GNPnano o matych ptatkach przezywalno$¢ komorek wynosita 68,6%. GNPSI pozwalat na
przezycie 70,8% komorek. Materiat o najwigkszych ptatkach, o srednicy 20pm: GNPM25
pozwalal uzyska¢ najlepszy wynik biozgodno$ci — 73,5%. Jednakze pozostate materiaty
grafenowe takze wykazywaly cytozgodnos$¢ przy wynikach 71,6 dla GNPC oraz 72,8% dla
GNP7. Réznice w przezywalnosci komorek dla ptatkow grafenowych o réznych srednicach,
cho¢ nieznaczne, potwierdzaja jednak doniesienia literaturowe, iz wigksze rozmiary ptatkow
GNP zapewniaja mniejsza toksyczno$¢ wzgledem komorek [21]. Wynika to z faktu, iz platki
o matych rozmiarach, posiadajgce ostre krawedzie i szorstkg powierzchnie tatwo wchodzg w

interakcje z blong komorkows, moga ja przenikac i dotrze¢ az do jadra komorkowego [21].
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W celu wyjasnienia znaczacych réznic w przezywalno$ci komorek przy uzyciu
dwoch roznych materiatdéw wykorzystanych w roli nosnikow, niektore hodowle komorkowe,
z wybranymi fazami funkcjonalnymi, poddano obserwacji w $wietlnym mikroskopie

biologicznym. Zdj¢cia z obserwacji umieszczono na rysunku 27.

Pluronic F127 PEG 1500

GNP
nano

GNP
SI

GNP 7

P A t".i.',‘ et T
Rysunek 27. Obrazy mikroskopowe z obserwacji hodowli komorkowej prowadzonej na
warstwach grafenowych uzyskanych przy uzyciu dwoch roznych nosnikow: Pluronic oraz

PEG 1500

-

Na podstawie obserwacji mikroskopowej stwierdzono, ze na warstwach zawierajgcych
PEG, dla wszystkich rodzajow GNP, komorki adherowaly do podtoza, co umozliwiato ich
przezycie. Z drugiej strony, komorki osadzane na warstwie zawierajacej Pluronic, niezaleznie
od rodzaju GNP, nie adherowaly do podtoza. Brak mozliwosci przylegania jednoznacznie
oznaczal nastepujagcg z czasem trwania hodowli  $mieré¢ komorek. Uzyskane wyniki

zdecydowaty wykluczeniu materiatu PLR z dalszych badan.
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Do dalszych prac, zmierzajgcych do wytworzenia grafenowego atramentu do druku
strumieniowego, wybrano nanoptatki GNP SlI. Nie wykazywaly one znacznie wigkszej
toksycznos$ci niz materialty o wigkszych $rednicach ptatkéw, a jest to materialt umozliwiajacy
wykonanie wydruku bez zatykania dyszy drukarki ink-jet. Z tego samego powodu do
zastosowania w atramentach do natrysku wybrano materiat GNP7. GNPM25 charakteryzowat
si¢ wigkszg biozgodnoscia, jednak jego ptatki o srednicach 20 mikrometrow zatykatyby dysze

urzadzenia do wykonywania powlekania natryskowego.
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6. Opracowanie stanowiska do druku strumieniowego

6.1. Technologia druku strumieniowego

Komercyjnie dostgpne stanowiska do druku strumieniowego czgsto nie s3
przystosowane do druku heterofazowych atramentéw bazujacych na nanomateriatach. Drukarki
takie nie posiadaja dysz umozliwiajacych drukowanie atramentéw zawierajacych standardowo
stosowane, opisane w rozdziale 5, niskowrzace rozpuszczalniki oraz zawieszone w obj¢tosci
atramentu, czesto majgce tendencje do aglomerowania, nanoczgstki fazy funkcjonalnej.
Przystosowanie dyszy jest niezbedne, aby unikna¢ jej zatykania w trakcie procesu druku.
Ponadto komercyjne urzadzenia przeznaczone sg do pracy z duzymi objetosciami atramentow.
Prowadzenie badan wymaga przetestowania wielu atramentow rdznigcych si¢ kompozycja
i technologig wytwarzania. Dla zmniejszenia strat materialowych niezbg¢dna jest minimalizacja
obj¢tosci badanych zawiesin. Co najwazniejsze jednak, wykorzystanie drukarki strumieniowej
do wytwarzania wzordéw i $ciezek biozgodnych, do zastosowan w biomedycynie, wymaga
przystosowania i modyfikacji stanowiska w celu zapewnienia czystosci i sterylnosci procesu
druku.

Wymienione wyzej czynniki spowodowaty, ze jednym z glownych celow pracy byto
zaprojektowanie i zbudowanie kompletnego stanowiska do druku strumieniowego
heterofazowych, biozgodnych atramentoéw, zapewniajgcego sterylne warunki drukowania,
umozliwiajgcego wytwarzanie $ciezek i|wzorow grafenowych nie tylko do zastosowan w
elektronice, ale takze w aplikacjach biologicznych.

Druk strumieniowy jest technologia znang z zastosowan poligraficznych, jednak od
wielu lat wykorzystywang takze na potrzeby elektroniki drukowanej [144]. Ze wzgledu na
addytywny charakter metody oraz prostote technologii, druk strumieniowy jest atrakcyjna
alternatywg dla konwencjonalnych technik takich jak litografia czy galwanizacja, stosowang
m.in. do wytwarzania ptytek obwodow drukowanych, wyrobow tekstylnych, produkcji
elementéw takich jak tranzystory, diody -elektroluminescencyjne, ogniwa sltoneczne,
refrakcyjne mikrosoczewki, sensory, a takze do identyfikacji radiowej [8], [34], [37], [196]—
[199]. Druk strumieniowy przycigga uwage jako technologia pozwalajaca na drukowanie
Sciezek | wzorow z rozdzielczosciag rzedu kilkudziesieciu mikrometréw [8] na roznych, takze
elastycznych podtozach, przy mozliwosci niskotemperaturowej obrobki powstatych nadrukow
[34]. Ze wzgledu na wszystkie te zalety, a takze niski koszt procesu oraz mozliwos¢
bezposredniego, bezkontaktowego drukowania wzorow [8], [34], [40], [144], [197], oraz

ograniczeniu strat materiatlow [41], druk strumieniowy moze by¢ stosowany w bardzo
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szerokim zakresie, nie tylko w elektronice czy przemysle tekstylnym [109], [200], ale takze w
medycynie i bioinzynierii [201], [202]. Bezkontaktowos¢ procesu jest kluczowa w aplikacjach
inzynierii biomedycznej i tkankowej, pozwala bowiem na zachowanie czystosci i sterylnosci
procesu [8].

Ze wzgledu na sposdb generowania kropli z dyszy rozroznia si¢ dwa rodzaje druku
strumieniowego: druk strumieniowy ciagty (CIJ ang. continuous ink-jet printing) oraz druk
strumieniowy kropla na zadanie (DOD ang. drop-on-demand ink-jet printing) [143].

W pierwszym z wymienionych typow drukarek strumieniowych, z dyszy generowany
jest ciagly strumien kropel, nawet gdy nie jest to wymagane. W momencie gdy tworzony ma
by¢ wzoér lub $ciezka, spadaja one na podtoze. W przeciwnym razie odchylane sg przez pole
elektrostatyczne i kierowane do zbiornika, z ktoérego atrament jest odzyskiwany po zakonczeniu
procesu nadruku. Gtéwng wada tego rozwigzania jest mozliwos$¢ zanieczyszczenia atramentu
podczas recyrkulacji. Wystrzeliwane z dyszy krople charakteryzuja si¢ $rednicami w zakresie
100-150 pm [143]. C1J uzywany jest gtownie do aplikacji graficznych wymagajacych wysokiej
szybkosci druku [203].

Obecnie technologia CIJ zostata w duzej mierze zastapiona przez druk strumieniowy
DOD [203], [204]. W tej technologii generowane krople charakteryzuja si¢ ponad dwukrotnie
mniejszymi $rednicami (20-50 pm), dzieki czemu drukowane sa wzory z wyzsza niz
uzyskiwane metodg CIJ rozdzielczo$cig [203]. Druk strumieniowy DOD jest to proces
przerywany, kropla generowana jest tylko w momencie, gdy ma by¢ drukowany wzor. W
zwigzku z tym metoda ta jest bardziej ekonomiczna od ClJ, gdyz bez wystania sygnatu, krople
zostajg w glowicy urzadzenia drukujgcego. Z tego samego powodu ta technika drukowania
pozwala tez na zastosowanie mniejszych iloSci atramentu, bez zagrozenia zanieczyszczenia
atramentu w recyrkulacji [143].

Dwa najczesciej wykorzystywane w drukarkach strumieniowych sposoby sterowania
generacja kropli to: sterowanie piezoelektryczne lub termiczne [143], [205].

W glowicach drukarek sterowanych piezoelektrycznie, w komorze razem z atramentem
umieszczony jest piezoelektryczny przetwornik. W skutek zadania impulsu elektrycznego
piezoelektryk zwigksza swoja objetos¢. W efekcie powstatego ci$nienia ustalona objetos¢
atramentu opuszcza komore | wydostaje si¢ przez dysze w postaci kropli. Kropla przyjmuje
ksztalt zalezny od parametrow impulsu sterujacego, opisanych szczegoétowo w 4.2.1, oraz
wiasciwosci reologicznych atramentu [143].

Sterowanie termiczne jest czg¢sto wykorzystywane w drukarkach strumieniowych ze

wzgledu na nizszy, niz dla sterowania piezoelektrycznego, koszt wytworzenia gtowicy [206].
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Polega ono na nagrzewaniu cienkiej grzalki, znajdujgcej si¢ razem z atramentem w glowicy.
Nagle nagrzewanie atramentu powyzej jego temperatury wrzenia, powoduje zwigkszenie
objetosci zawiesiny. Podobnie jak w sterowaniu piezoelektrycznym, powstate ci$nienie
powoduje wypchnigcie czgsci atramentu w postaci kropli przez dysze [143]. Wadg sterowania
termicznego jest bezposrednie oddziatywanie podwyzszonych temperatur na atrament. Moze
to skutkowa¢ odparowaniem rozpuszczalnika oraz zaschnigciem atramentu w dyszy, a w
konsekwencji — zatkaniem dyszy i przerwaniem procesu nadruku. W zwigzku z tym sterowanie
to stosowane jest zazwyczaj do druku atramentoéw zawierajagcych niskowrzacy, wodny
rozpuszczalnik [203], [207]. Zmniejsza to jednak mozliwo$¢ zastosowania materialow
nierozpuszczalnych w wodzie przy uzyciu dyszy sterowanej termicznie.

Na podstawie przeprowadzonej analizy literaturowej stwierdzono, iz do zastosowan
elektroniki drukowanej najlepszym rodzajem drukarki strumieniowej jest drukarka DOD
generujaca krople na Zadanie, sterowana piezoelektrycznie. Umozliwia ona wytwarzanie
Sciezek przy zachowaniu czystosci procesu i wykorzystaniu niewielkiej objgtosci atramentu
bez niebezpieczenstwa jego uszkodzenia przez dziatanie wysokich temperatur.

Prace zwigzane z budowa stanowiska podzielone zostaly na dwa etapy. W pierwszym
etapie opracowano projekt stanowiska uwzgledniajacy koncepcje doboru elementow
sktadowych oraz koncepcje sterowania i oprogramowania urzadzenia. Drugi etap polegal na
skonstruowaniu zaprojektowanego stanowiska z uwzglednieniem wszystkich elementow
umozliwiajagcych zastosowanie zbudowanego urzadzenia do wytwarzania biozgodnych

wzoréw do zastosowan w biomedycynie i bioinzynierii.
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6.2. Projekt stanowiska drukarki strumieniowej

W pracy zaprojektowane zostalo stanowisko do druku strumieniowego DOD, sterowane

piezoelektrycznie, ktorego widok ogdlny pokazano na rysunku 28.

Rysunek 28. Widok ogdlny stanowiska do druku strumieniowego
DOD, ze sterowaniem piezoelektrycznym

Konstruowane stanowisko drukarki strumieniowej podzielone zostato na kilka modutow,
dzigki ktorym mozliwe jest precyzyjne sterowanie procesem nadruku wzordéw. Jest to
niezb¢dne dla uzyskania jednorodnych, przewodzacych $ciezek. Sam proces nadruku oraz
parametry sterujace tym procesem opisano szczegélowo w rozdziatach 6.1 oraz 4.2.1. Trzy
moduly wchodzace w sktad budowanego stanowiska drukarki strumieniowej, zobrazowane na
rysunku 29 to: modut generowania kropli, modut obserwacji procesu druku i modut ruchu

stolika.

85



MODULY
DRUKARKI

STRUMIENIOWEJ

|
| |

o A R RUCHU STOLIKA
e Dyszaz e Kamera do obserwacji e Podgrzewany stolik
mikroglowica kropel podlozowy
e Sterownik dyszy ¢ Dioda stroboskopowa e Stolik X-Y
¢ 7Zbiornik na atrament e Kamera do obserwacji e Silniki krokowe
podloza e Sterownik silnikow

Rysunek 29. Moduly wchodzgce w sktad budowanej drukarki strumieniowej

W sktad modulu generowania kropli, przedstawionego na rysunku 30, wchodza
wszystkie elementy, ktore umozliwiajg zaréwno generowanie kropel, jak i sterowanie
parametrami ich formowania. Przed procesem druku atrament umieszczany jest w zamknigtym,
szczelnym zbiorniku, z ktorego jest pobierany w trakcie wytwarzania $ciezek. Dysza
zawierajagca mikroglowice podiaczona jest to sterownika, dzigki ktéoremu mozliwe jest
sterowanie parametrami procesu formowania kropli: napiecia [V], dtugosci trwania sygnatu
[ms] oraz czestotliwosci generowania kropli [Hz]. Z dyszy wystrzeliwane sg pikolitrowe krople

o0 rozmiarach i predkosci zaleznych od ustawianych za pomocg sterownika parametrow.
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Rysunek 30. Czesci skladowe modutu generowania kropli

Modut obserwacji procesu druku, widoczny na rysunku 31, umozliwia biezaca
obserwacje i fotografowanie kropel oraz sciezek powstajacych w trakcie trwania procesu.
Obraz kropel uzyskiwany jest dzigki zastosowaniu kamery CCD, ktorej obiektyw skierowany
jest wprost na mikrodysze, z ktorej wylatuja krople atramentu. Dioda stroboskopowa,
podigczona jest do sterownika glowicy. O$wietla ona od tylu generowane krople z
czestotliwoscig ich wystrzeliwania z dyszy, z regulowanym opdznieniem. Taka konfiguracja
pozwala na obserwacje¢ kropli w dowolnym momencie od jej wyrzutu. Skierowanie obiektywu
drugiej kamery prosto na podloze, na ktorym powstaje Sciezka, umozliwia w trakcie trwania
druku podglad formowanej Sciezki. Modut optyczny jest niezbedng czescig stanowiska do
druku heterofazowych atramentéw, bowiem parametry procesu dobierane sg na podstawie
obserwacji kropel i drukowanych Sciezek. Ponadto, dzigki cigglej obserwacji kropel i $ciezek,
mozliwe jest wychwycenie momentu, w ktorym proces drukowania zostaje zaktocony przez

czgsciowe lub catkowite zatkanie dyszy.
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Kamera CCD

Dioda do obserwacji
stroboskopowa Sciezek
Kamera CCD
do obserwacji
kropli

Rysunek 31. Czesci sktadowe modutu do obserwacji kropel atramentu
i drukowanych sciezek
Trzeci modul, bedacy czgscia budowanego stanowiska to modut ruchu stolika,
pokazany na rysunku 32. W opracowanym stanowisku, podczas procesu druku gltowica
pozostaje nieruchoma. Wydruk wzoru odbywa si¢ poprzez ruch stolika X-Y, dzigki silnikom
krokowym podtagczonym do sterownika. Na sterowniku ustawia¢ mozna parametry formowania
sciezki zwigzane z predkoscia wydruku: przesuw i postdj stolika. Poniewaz niezbgdnym
etapem procesu jest suszenie wstepne, odbywajace si¢ w trakcie drukowania $ciezki, podtoze
musi by¢ umiejscowione na elemencie podgrzewanym. W tym celu w pracy wykorzystywany

jest podgrzewany stolik.

Silniki
krokowe Sterownik
silnikow
Podgrzewany
stolik
Stolik X-Y

Rysunek 32. Czesci sktadowe modutu ruchu stolika
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‘ 8. Stolik XY ’

9. 4—/‘
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Rysunek 33. Model sterowania zewnetrznego drukarki strumieniowej: 1) Raspberry pi, 2)
Komputer 3) Kamera do obserwacji kropli, 4) Kamera do obserwacji sciezki 5) Stolik
podlozowy podgrzewany 6) Przekazniki T) Czujniki temperatury 8) Stolik X-Y
9) Sterownik silnikow 10) Sterownik gtowicy 11) Glowica 12) Dioda stroboskopowa

Zastosowane oprogramowanie stanowiska do druku strumieniowego, pokazane na
rysunku 33, zapewnia kompleksowg obstuge procesu, a wigc komputerowe ustawianie
wszystkich parametréw procesu. Ponadto petlni ono réwniez funkcje ,,dziennika
laboratoryjnego”, poniewaz przechowuje pelna informacj¢ o przeprowadzonych badaniach
oraz przyporzadkowane im zarchiwizowane obrazy z kamer. Oprogramowanie zostalo
podzielone na dwa moduty. Pierwszy uruchamiany jest na komputerze klasy PC. Zapewnia
wysokopoziomowe sterowanie, akwizycje obrazow i dostep do historii uzycia stanowiska.
Drugi modul, zainstalowany na jednoptytkowym module Raspberry Pi (RPI) podtaczonym do
komputera za pomoca ztacza USB, pozwala na komunikacj¢ ze wszystkimi podtaczonymi
czujnikami, utrzymanie zadanej temperatury na podgrzewanym stoliku, a takze odpowiada za
wysylanie sygnatow sterujacych do elementdw wykonawczych stanowiska. Zastosowany
sterownik glowicy posiada dotykowy ekran z mozliwoscia bezposredniego ustawienia
parametrow zwigzanych z formowaniem kropli atramentu. Do poprawnego funkcjonowania w
ramach stanowiska sterownik wymagat wiec tylko sygnatu sterujacego, co zostato zrealizowane

za pomocg modutu RPI.
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6.3. Konstrukcja stanowiska drukarki strumieniowej

W celu skompletowania zaprojektowanego stanowiska dokonano wyboru urzadzen
sktadowych biorgc pod uwage stosunek funkcjonalnosci do ceny. Spis elementow
wchodzacych w sktad moduléw stanowiska, wraz ze zrodlem ich pochodzenia oraz
kluczowymi parametrami przedstawiono w tabeli 8.

W sktad modutu stanowiska zapewniajacego generowanie kropli wchodzi glowica
piezoelektryczna firmy Microdrop z dysza o $rednicy 50 um. Dysza zostala przez firmg
skonstruowana tak, aby zmniejszy¢ prawdopodobienstwo jej zatkania w trakcie druku
atramentow heterofazowych. Glowica pozostaje nieruchoma w trakcie procesu druku. Pozwala
to na wyeliminowanie drgan, ktore mogltyby wplywac na tor lotu kropli. Gtowica ustawiana
jest w osi Z wzglgdem podloza. Jest ona w prosty sposéb odlgczana od urzadzenia, co utatwia
jej czyszczenie. Zastosowany sterownik glowicy, z dotykowym ekranem umozliwia
ustawienie: napiecia, dlugosci impulsu, opdznienia sygnatu synchronizujacego kamerg,
czestotliwosci wyrzutu kropli. Dotagczony do glowicy zbiornik na atrament ma ksztalt szklanej
buteleczki o objetosci 4 ml. Poniewaz wykorzystywana ilo$¢ atramentu w trakcie drukowania

Sciezek nie przekracza 1,5 ml, jest to wystarczajaca objetos¢ dla zbudowanego stanowiska.

Glowica z Zbiornik na

dyszg atrament !

Rysunek 34. Elementy sktadowe modutu generowania kropli, zastosowane w

zbudowanym stanowisku: a) Gtowica z dyszq oraz zbiornikiem na atrament b)
sterownik gltowicy

Modut optyczny pozwala na obserwacje kropli i drukowanej $ciezki w trakcie trwania
nadruku, na podstawie ktorych dokonywany jest dobor parametrow druku. W zbudowanym
stanowisku modul ten tworzg dwie monochromatyczne kamery CCD wraz z obiektywami

makro, ktore umozliwiajg obserwacje kropli i podtoza.
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Dioda stroboskopowa, przymocowana jest do glowicy i skierowana w strong pierwszej
z kamer. Podlaczona jest do sterownika dyszy, dzieki czemu oswietla krople doktadnie z
czestotliwoscig jej generowania, z regulowanym opdznieniem. Taka konfiguracja pozwala na
obserwacj¢ ksztaltu kropli w kazdym momencie od wystrzelenia z dyszy, az do zderzenia z
podtozem. Druga z kamer pozwala na obserwacj¢ powstajacej na podtozu Sciezki, a takze petni
funkcje obrazowania podtoza przed startem procesu nadruku, celem ktérego jest ustawienie

poczatkowego punktu druku $ciezki lub wzoru.

Glowica z
dysza Kamera z
] obiektywem
Dioda
stroboskopowa

Rysunek 35. Kamera CCD do obserwacji kropli wraz z obiektywem i diodg stroboskopowq

Modut ruchu stolika umozliwia wydruk Sciezki, poprzez zapewnienie ruchu podtoza. W
sktad tego modutu wchodzg: podgrzewany stolik podtozowy, stolik X-Y wraz z zestawem
napedowym, a wigc silnikami krokowymi i ich sterownikiem. Minimalny skok stolika X-Y,
zapewniony przez zastosowane w stanowisku silniki krokowe i dwukanatowy sterownik, to 0,5

um.

Miejsce na
podtoze, z
zasysaniem
powietrza

i Silniki
s
i krokowe

]
£ _ -
sl S S

Stolik X-Y

Rysunek 36. Modut ruchu stolika: a) podgrzewany stolik podtozowy b) sterownik silnikow
¢) Stoli X-Y oraz silniki krokowe
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Stolik podiozowy to element, na ktorym umieszcza si¢ podloze przygotowane do
nadruku. Powinien wiec umozliwia¢ unieruchomienie materialu podlozowego oraz
kontrolowang zmiang¢ temperatury.

Zbudowany na potrzeby stanowiska stolik sktada si¢ z trzech aluminiowych czesci:

blatu roboczego, warstwy posredniej oraz podstawy (Rysunek 37).

Czujniki temperatury

Blat roboczy

Warstwa posrednia

Podstawa

-—
przepltywu

powietrza

b |
: ==
Kanaty / [ : ; B -
\

] ) Izolacja termiczna
Ogniwa Peltiera 2

Rysunek 37. Schemat budowy podgrzewanego stolika podtozowego

Pomigdzy blatem roboczym, a warstwa posrednig znajduja si¢ kanaly pozwalajace na
przeptyw powietrza oraz zasysanie powietrza przez otwory w blacie roboczym. Pozwala to na
unieruchomienie podtoza w trakcie druku. Budowa stolika umozliwia przeprowadzenie w
trakcie druku procesu suszenia wstgpnego, opisanego w rozdziale 4.2.3. Aby umozliwi¢
podniesienie temperatury stolika, pomiedzy warstwg posrednig, a podstawag umieszczono
elementy grzewcze, ktorych funkcje pelnig: ogniwa Peltiera. Wprawdzie jako element
grzewczy wymagaja one dostarczenia wigkszej ilosci energii, niz grzatki rezystancyjne, jednak
ich uzycie pozwala, oprocz nagrzewania blatu stolika, na uzyskanie dwoch dodatkowych
efektow. Dzieki ogniwom Peltiera podstawa stolika jest chtodzona, przez co nie zostaja ogrzane
inne elementy stanowiska, nawet przy dtugotrwatej pracy. Ponadto, wystgpowanie efektow
grzania i chtodzenia, wptywa na temperaturg powietrza wewnatrz obudowy. Podnosi si¢ ona w
mniejszym stopniu, niz w przypadku samego podgrzewania.

Pomiar temperatury stolika moze by¢ wykonywany na biezaco, w trakcie procesu
nadruku. Aby byto to mozliwe, w stoliku zamontowano dwa czujniki, umozliwiajgce pomiar
temperatury zarowno przy blacie roboczym stolika, co jest istotne dla grzanego podtoza, jak
i w $rodku stolika, przy elementach grzewczych, w celu zabezpieczenia przed uzyciem zbyt

wysokich temperatur, mogacych wywota¢ uszkodzenia.
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6.4. Biologiczny aspekt budowy stanowiska drukarki strumieniowej

Druk strumieniowy jest technologia umozliwiajaca zachowanie czystoSCi procesu
druku, oraz bezkontaktowe wykonywanie wzoroéw, takze na nieptaskich podtozach. Dzieki
temu moze by¢ wykorzystywany, zarbwno W inzynierii tkankowej, do drukowania zywych
komorek, jak i do nadrukowywania nietypowych podtozy, takich jak scaffoldy czy cewniki, w
celu wytwarzania wzorow 1 $ciezek do aplikacji biologicznych [119], [208].

Jednak wykorzystanie w biomedycynie wzordéw i §ciezek wytworzonych przy uzyciu
drukarki strumieniowej, ktora przystosowana jest do drukowania atramentow heterofazowych
do aplikacji elektronicznych, wymaga wprowadzenia pewnych modyfikacji stanowiska.
Przystosowanie stanowiska do wytwarzania elementow stosowanych w biologii i medycynie
powinno zapewni¢ m. in. szczelnos¢, czystosé i sterylnosé obszaru roboczego w trakcie druku
jak rowniez mozliwos$¢ sterylizacji catosci uktadu przed procesem druku.

W zwigzku z tym, w celu przystosowania opracowanego w pracy stanowiska drukarki
strumieniowej tak, aby mozliwe bylo drukowanie biozgodnych atramentow i wytwarzanie
wzordéw do aplikacji biomedycznych, stanowisko zostalo wyposazone w dodatkowe elementy.

Aby mie¢ pewnos¢, iz w trakcie procesu druku nie nastapi zanieczyszczenie warstwy
ani atramentu, niezbg¢dna jest szczelna obudowa. Opracowano wigc konstrukcje zabezpieczen
zapewniajgcych sterylno$¢ procesu wytwarzania wzoréw |1 $ciezek, prowadzonym na
wybudowanym stanowisku do druku strumieniowego. W ramach wykonanych prac
zaprojektowano i wykonano obudowe, w ktorej umieszczona jest drukarka strumieniowa.

Projekt oraz zdjecie obudowy przedstawiono ponizej na rysunkach 38 oraz 39.

Rysunek 38. Projekt obudowy biodrukarki Rysunek 39. Wybudowana, sterylna
strumieniowej obudowa biodrukarki strumieniowej
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Zaprojektowana obudowa sktadata si¢ z dwoch czgséci — gornej oraz dolnej. W gornej
czesdci, zawierajacej powierzchni¢ robocza, umiejscowione zostaly najwazniejsze elementy
stanowiska: stolik podtozowy X-Y, razem z silnikami krokowymi, dysza wraz ze zbiornikiem
na atrament oraz uktad do monitorowania kropli ipodioza: kamery CCD wraz z diodg
stroboskopowa. Whnetrze obudowy, w celu zachowania czysto$ci i sterylnosci czyszczone
bedzie acetonem lub alkoholem etylowym. Z tego powodu na materiat do wykonania obudowy
wybrano szklo, zapewniajgce rowniez mozliwos¢ obserwowania stanowiska. Blat roboczy
wykonano z aluminium i stali nierdzewnej. Podwojne drzwiczki, umiejscowione na froncie
obudowy pozwalaja na dostep do elementéw stanowiska, niezb¢dny miedzy innymi w celu
czyszczenia obszaru roboczego lub przetykania dyszy. Uszczelnienie obudowy wykonane
zostato przy uzyciu specjalizowanych profili szyb ochronnych do pomieszczen sterylnych,
gwarantujacych czysto$¢ obszaru roboczego drukarki. Dolna czg¢$¢ obudowy, stuzaca do
ukrycia elektroniki sterujacej, obudowana zostata ptyta uniwersalng. W celu zapewnienia
stabilnos$ci pikokropel wystrzeliwanych z dyszy w trakcie procesu nadruku, od spodu catej
obudowy zamontowano nogi przegubowe, wyposazone dodatkowo w pierScienie
amortyzujace, zapewniajace ttumienie drgan. Cato$¢ obudowy zostata zabezpieczona od dotu
jedynie siatka, tak aby nie ogranicza¢ przeptywu powietrza w dolnej czgsci obudowy.

Zachowanie sterylno$ci procesu w zmodyfikowanym stanowisku drukarki
strumieniowe] mozliwe jest dzigki wykorzystaniu zamontowanych sterylizujacych lamp UV.
Dwie lampy, kazda 0 mocy 4 W, wykorzystane przy modyfikacji stanowiska emituja $wiatto
UV o czestotliwosci 254 nm, zapewniajace sterylizacje obszaru roboczego drukarki. Wiaczenie
lamp przed procesem nadruku na minimum 30 minut eliminuje bakterie i drobnoustroje ze
srodka obudowy.

Swiatto UV nie przenika przez szkto. Jednak, w celu zabezpieczenia uzytkownika przed
otworzeniem obudowy w trakcie procesu sterylizacji, co mogltoby go narazi¢ na wplyw
promieniowania, w drukarce zamontowano takze czujnik otwartych drzwi.

Gotowe, w pelni funkcjonalne stanowisko do biodruku strumieniowego przedstawione

zostalo na rysunku 40.
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Rysunek 40. Zbudowane stanowisko do biodruku strumieniowego

Powstate stanowisko umozliwia precyzyjne wykonywanie wzordw oraz S$ciezek
przewodzacych addytywna, efektywng ekonomicznie metodg bezkontaktowa jaka jest technika
druku strumieniowego. Dzigki temu mozliwe jest wykonywanie waskich (>3x0 pm) $ciezek
przewodzacych, takze na elastycznych podtozach. Zastosowana metoda druku strumieniowego
Drop on Demand oraz mikroglowica piezoelektryczna umozliwia drukowanie atramentow
heterofazowych, bez obawy o ich odparowanie w dyszy. Dzigki zapewnieniu czysto$ci
osiggnigtej poprzez uzycie zamknietej, sterylnej obudowy oraz mozliwos¢ sterylizacji wnetrza,
mozliwe jest drukowanie biozgodnych atramentéw do zastosowan w biomedycynie. Na
stanowisku mozliwe jest takze prowadzenie innych badan biologicznych, np. polegajacych na

drukowaniu i obserwacji zywych komorek zawieszonych w atramencie heterofazowym.
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7. Charakteryzacja i wlasciwosci opracowanych atramentéow iwarstw

grafenowych

7.1. Charakteryzacja i wlasciwosci opracowanych atramentéw grafenowych

7.1.1. Badanie stabilnosci atramentéw heterofazowych z faza funkcjonalng w

postaci nanoplatkow grafenowych

Wiasciwa dyspersja, rozumiana jako rdwnomierne rozproszenie czastek fazy
funkcjonalnej w atramencie, decyduje o jego jednorodnos$ci. Brak jednorodnosci atramentu
powoduje niestabilno$¢ procesu drukowania oraz nieregularno$¢ powstajacych Sciezek
i wzorow [184]. Obok rownomiernej dyspersji czastek w zawiesinie, jednym z najwazniejszych
wymog6éw technologicznych stawianych atramentom heterofazowym, dedykowanym
technikom elektroniki drukowanej, jest ich stabilno§¢. Minimalna stabilno$¢ atramentu
heterofazowego, niezb¢dna do przeprowadzenia poprawnego procesu druku, rozumiana jest
jako zdolno$¢ zachowania jednorodno$ci w czasie dtuzszym niz okres trwania jednego procesu
drukowania $ciezek na podlozach. Niestety, ze wzgledu na trudnosci w zawieszaniu
nanoptatkow grafenowych w rozpuszczalnikach [120], atramenty grafenowe czg¢sto
charakteryzuja si¢ brakiem stabilno$ci. Skutkuje to zwykle ich szybka sedymentacja,
wystepujaca zaraz po procesie ujednorodniania zawiesiny. Wiaze si¢ to z jednoczesnym
rozwarstwieniem struktury atramentu.

Opadanie na dno czastek fazy funkcjonalnej stanowi duzy problem w procesie
wytwarzania S$ciezek metodg druku strumieniowego. W glowicy drukarki, pokazanej
schematycznie na rysunku 41, czastki zawarte w niestabilnym atramencie tatwo ulegaja
aglomeracji. Aglomeraty i niezdyspergowane czgstki sedymentujg i osadzaja si¢ na wylocie
dyszy, co moze skutkowa¢ zmiang trajektorii lotu kropli lub nawet przerwaniem procesu

nadruku, poprzez zatkanie dyszy [37].
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Aglomeracja

Sedymentacja

Zatykanie dyszy

Rysunek 41. Schemat sedymentacji czastek fazy funkcjonalnej w dyszy drukarki
strumieniowej

W  przypadku technologii powlekania natryskowego, niestabilno$¢ atramentu
powodowaé moze brak atomizacji nanoczastek w gazie nosnym. Skutkuje to najczesciej
niejednorodno$cig wytwarzanych warstw. Moze jednak takze wptywac, tak jak w przypadku
druku strumieniowego, na zatykanie dyszy drukujace;.

Celem badania bylo okreslenie poziomu stabilno$ci przewodzacych atramentdéw
heterofazowych z fazg funkcjonalng w postaci nanoptatkow grafenu. Poziom stabilno$ci
okreslany byt jako czas, w ktorym atrament po ujednorodnieniu dokonanym w trakcie jego
wytwarzania, pozostawat jednorodny. Zmierzono wigc czas od wytworzenia atramentu az do,
widocznych okiem nieuzbrojonym, pierwszych oznak wystapienia sedymentacji czastek fazy
funkcjonalnej.

Kazdorazowo zbadano trzy rodzaje atramentow, opis ktorych znajduje si¢ w tabeli 9.
Atramenty skomponowane zostaty przy uzyciu nosnika, rozpuszczalnika i GNPSI, wybranych
na podstawie starannej selekcji, opisanej w rozdziale 5. Poniewaz stabilno$¢ atramentéw w
znacznym stopniu zalezy od zawartosci fazy funkcjonalnej, wykonano dwie serie badan: dla
atramentéw z 0, 1 % wt. GNP oraz 0,5% wt. Zawartos$ci te wybrane zostaty z dwoch powodow.
0,01 % to najcze¢sciej stosowana W literaturze zawarto$¢ atramentéw z nanoptatkami grafenu
[120] [34] [121]. 0,5% wt. natomiast jest to maksymalna zawartos$¢ GNP w atramencie
opracowanym w pracy, ktory nie zatykat dyszy w procesie drukarskim. W sktad dwoch z trzech
atramentow wchodzily takze wyselekcjonowane surfaktanty: Capstone FS-3100 firmy DuPont
(C) oraz AKM-0531 z serii Malialim japonskiej firmy NOF (D2).
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Tabela 9. Lista atramentow grafenowych poddanych badaniom stabilnosci

Nr. Nazwa atramentu Zawartos¢ GNP Surfaktant

1. Bazowy 0,1% wit. Brak

2. Z surf. D2 0,1% wt. AKM-0531 Malialim
3. Zsurf. C 0,1% wt. Capstone FS-3100
4. Bazowy 0,5% wit. Brak

5. Z surf. D2 0,5% wit. AKM-0531 Malialim
6. Zsurf. C 0,5% wt. Capstone FS-3100

Zdjecia pokazujace zmiang stabilno$ci atramentow w czasie oraz proces opadania na
dno nanoptatkow grafenowych zestawione zostaly w tabeli 10. Ostateczne wyniki

przedstawiono w tabeli 11.

Tabela 10. Zdjecia pokazujgce proces sedymentacji heterofazowych atramentow grafenowych

0 57 10 15 307 457 60 75 90 105 120~ 24 h
1. Proces sedymentacji atramentu bazowego z GNP 0,1% wit.
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2. Proces sedymentacji atramentu z surfaktantem D2 z GNP 0,1% wt.
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3. Proces sedymentacji atramentu z surfaktantem C z GNP 0,1% wt.
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4. Proces sedymentacji atramentu bazowego z GNP 0,5% wit.
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5. Proces sedymentacji atramentu z surfaktantem D2 z GNP 0,5% wt.
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6. Proces sedymentacji atramentu z surfaktantem C z GNP 0,5% wt.

Zgodnie z przewidywaniami, niezaleznie od zawarto$ci nanoptatkow grafenowych,
najmniej stabilny okazal si¢ atrament bazowy, w ktérym zawieszono GNP bez dodania
surfaktantow. W pozostatych atramentach surfaktanty wydtuzyty czas jednorodnosci zawiesiny
heterofazowej. Potwierdza to doniesienia literaturowe, iz surfaktanty s3 niezbednym

sktadnikiem przewodzacych atramentow heterofazowych [184], [190].
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Tabela 11. Czasy stabilnosci atramentow grafenowych

Atrament Czas stabilnoS$ci
Bazowy, 0,1% wt. 10 minut
Z surf. D2, 0,1% wit. 15 minut
Z surf. C, 0,1% wit. 15 minut
Bazowy, 0,5% wt. 5 minut
Z surf. D2, 0,5% wit. >120 minut
Z surf. C, 0,5% wt. 15 minut

W atramencie bazowym zawierajacym 0,1% GNP pierwsze czastki zaczgly
sedymentowaé¢ po 10 minutach. W atramencie z wicksza zawartoscia GNP opadanie czgstek
zaobserwowano szybciej, juz po 5 minutach od wytworzenia atramentu. Swiadczy to o fakcie,
iz zwigkszenie zawarto$ci fazy funkcjonalnej utrudnia ujednorodnienie atramentu i uzyskanie
stabilnej zawiesiny.

Poréwnanie sedymentacji GNP w atramentach wytworzonych z dodatkiem dwdch
réznych surfaktantow pozwolito wybra¢ lepszy materiat modyfikujacy napigcie
powierzchniowe, do zastosowania w heterofazowych zawiesinach grafenowych. Niezaleznie
bowiem od zawarto$ci zastosowanych ptatkow grafenowych, najlepsza dyspersj¢ osiagnigto w
atramentach, w ktorych jako surfaktantu uzyto materiatu D2. Czas stabilnosci zostat okreslony
jako 15 minut dla GNP 0,1% wt. oraz ponad 120 minut dla GNP 0,5% wt. Tak duza roznica,
na korzys$¢ stabilnosci atramentu z wigkszg zawartoScig GNP wynika z braku mozliwosci
doktadnego odwazenia surfaktantu. Stosowane w pracy zawartosci tego materiatu to 2-5% wit.
(rozdziat 4.1) wzgledem GNP. Trudno$¢ w odwazeniu surfaktantow w przypadku atramentu
GNP 0,1% mogta spowodowac dodanie zbyt matej jego ilosci do zawiesiny.

W atramencie z surfaktantem Capstone, niezaleznie od zawarto$ci fazy funkcjonalnej
sedymentacja rozpoczgta si¢ po 15 minutach.

Atramenty grafenowe zawierajace 0,5% wt. GNP oraz surfaktant D2 pozostawaty
stabilne nawet po dwoch godzinach od wytworzenia. Biorgc pod uwage analize literaturowa
wskazujacg, iz GNP sg materiatem bardzo trudno dyspergowalnym [120], poziom stabilnosci
wytworzonych atramentow uznano za satysfakcjonujacy i pozwalajacy na wykonanie procesu

nadruku atramentéw. Do dalszych badan wybrano wigc surfaktant D2.

7.1.2. Badanie lepkosci heterofazowych atramentéw grafenowych
Waznym parametrem charakteryzujagcym wilasciwosci pltynow jest lepkosé. Lepkose
okreslana jest jako wewngtrzny opor stawiany przez material przeciwko przemieszczaniu si¢

jego czesci [148], [209]. Jej warto$¢ wyrazana jest w jednostkach [147]. Lepkosé¢ determinuje
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mozliwo$¢ uzycia atramentu heterofazowego w danej technologii [210], wptywa bowiem
bezposrednio na drukowalnos$¢ atramentow [211]. W procesie druku strumieniowego zwigzana
jest, miedzy innymi, z mechanizmem formowania kropli [197]. Determinuje nie tylko rozmiar,
ksztalt iobjetos¢ kropel przy zadanym ze sterownika napieciu, ale rowniez doktadno$é
I powtarzalno$¢ ich wystepowania [184], [212]. Lepko$¢ ulatwia wigc generowanie
powtarzalnych kropel o tych samych wymiarach, eliminujac btedy ich formowania: tworzenie
satelit, kropel podwojnych i innych, niekorzystnych w procesie, zjawisk [184], [212]. Ponadto,
Zzbyt wysoka dla danej technologii warto$¢ lepkosci moze powodowac zatkanie dyszy
drukujacej i przerwanie procesu wytwarzania $ciezek. Zbyt niska natomiast — uniemozliwia
uformowanie kropli. W takim przypadku zamiast kropli z dyszy generowany jest aerozol [198],
[212]. Podsumowujac, lepkos¢ jest kluczowym parametrem w procesie drukowania warstw
i Sciezek charakteryzujacych si¢ ciggloscia, regularnoscia krawedzi [34], [212], [213]. Wptywa
ona zar6wno na rozdzielczo$¢ [214] jak i funkcjonalno$é¢ [215] Sciezek.

Jednorodne warstwy o regularnej grubosci moga by¢ uzyskane tylko wtedy, gdy lepkos¢
atramentu jest dostosowana do konkretnej, stosowanej techniki drukarskiej [180]. W
technologii druku strumieniowego, uniknigcie zatkania dyszy oraz btedow formowania kropli
mozliwe jest gdy lepkos¢ atramentu zawiera si¢ w zakresie 1-25 mPas [38], [40], [41], [211].
Natomiast w powlekaniu natryskowym wykorzystywane sg materiaty o lepkosci od 0,7 do 2
mPas [180]. Taki zakres zapewnia atomizacj¢ czastek fazy funkcjonalnej umozliwiajaca
wytworzenie jednorodnych powtok i warstw w procesie natrysku.

Atramenty wykorzystywane w technikach elektroniki drukowanej powinny
charakteryzowac¢ si¢ wlasciwosciami reologicznymi rozrzedzania $cinaniem [216]. Oznacza to,
ze ich lepko$¢ powinna male¢ wraz ze wzrostem wystepujagcego w procesie naprezenia,
zwanego szybkoscig $cinania. Dzigki temu w trakcie dziatania naprezen — powstajacych np.
podczas przechodzenia atramentu przez dysz¢ — lepkos¢ atramentu maleje na tyle, iz mozliwy
jest proces generowania kropli oraz sam proces nadruku. Po zderzeniu kropli z podtozem, gdy
sity nacisku maleja, lepkos¢ rosnie, uniemozliwiajac niekorzystny i nieregularny rozptyw
atramentu na podtozu. Przyktadowy wykres krzywej lepkosci, typowy dla ptynow

rozrzedzanych $cinaniem, przedstawiony zostat na rysunku 42.
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Przykadowa krzywa lepkosci charakteryzujca ptyny
rozrzedzane scinaniem
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Rysunek 42. Krzywa lepkosci charakterystyczna dla plynéw rozrzedzanych scinaniem

Jak wida¢ na wykresie, lepko$¢ badanego materiatu jest bardzo wysoka dla niskich
warto$ci szybkosci $cinania, natomiast wraz ze wzrostem szybko$ci $cinania — maleje. Dla
wysokich warto$ci $§cinania, wynoszacych zazwyczaj okoto 400 1/s, nastepuje widoczna
stabilizacja warto$ci lepkosci.

Celem pracy bylo zbadanie lepkos$ci wytworzonych atramentow grafenowych oraz
zweryfikowanie czy spetniaja one kryteria reologiczne stawiane atramentom przeznaczonym
do druku strumieniowego oraz natrysku. W zwiazku z powyzszym testy miaty potwierdzi¢, iz
zawiesiny grafenowe charakteryzujg si¢ wlasciwosciami rozrzedzania Scinaniem a ich lepkos¢
miesci si¢ w zakresie 0,7-2 mPas. Przeprowadzone dodatkowo badania reologiczne
poszczegdlnych, wyselekcjonowanych iopisanych w rozdziale 5, komponentow
wytwarzanych atramentow heterofazowych, pozwolito na sprawdzenie ich wplywu na lepkos$ci
opracowanych atramentow.

Nosnik nadaje zawiesinie heterofazowej okreslone wiasciwosci reologiczne [147].
Celem potwierdzenia tej tezy w przypadku heterofazowych atramentow grafenowych, testom
reologicznym poddano zawiesiny zawierajace Wybrany w pracy material nosnika PEG1500.
Rysunek 43 przedstawia wyniki testow wplywu nosnika na lepkos¢ atramentu. Na wykresach
widoczne sg krzywe lepkosci: wodnej zawiesiny ptatkow grafenowych (GNP + H20), 5%-
owego roztworu nosnika w wodzie (no$nik + H2QO), oraz kompletnego atramentu tworzonego

przez zawiesing nos$nika, wody i ptatkow grafenowych (no$nik + GNP + H20).
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Rysunek 43. Krzywe lepkosci przedstawiajgce wplyw nosnika na lepkosé atramentu

Na podstawie widocznych na rysunku 43 krzywych lepkosci oraz wynikow
zaprezentowanych w tabeli 12 zauwazy¢ mozna, iz najnizsza lepkoscig, wynoszaca 0,88 mPas
charakteryzuje si¢ zawiesina GNP z woda, pozbawiona nosnika. Dodanie no$nika do tej
zawiesiny, oznaczajace wytworzenie kompletnego atramentu, podnosi jej lepkos$¢ o ponad 0,6
mPas. Natomiast roznica w lepko$ci wodnego roztworu no$nika oraz kompletnego atramentu
jest rzedu setnych cze$ci mPas. Uzyskane wyniki potwierdzajg teze, ze to nosnik wptywa na
lepko$¢ wytwarzanego atramentu poprzez. W zwigzku z tym uzycie 1 wybor materiatu nosnika
determinuje mozliwo$¢ uzycia atramentu w danej technologii elektroniki drukowanej.
Zwigkszajacy lepko$¢, zastosowany w pracy nosnik PEG1500 nadaje atramentowi
grafenowemu wiasciwosci rozrzedzania $cinaniem. Otrzymana lepko$¢, wynoszaca 1,5 mPas,
pozwala na wykorzystanie atramentu zaré6wno w druku strumieniowym jak i powlekaniu
natryskowym.

Tabela 12. Wartosci lepkosci zawiesin testowanych w celu okreslenia wplywu nosnika na
lepkos¢ atramentu

.. Lepkos¢
Nazwa kompozycji krot
Pozyc] Skro [mPas]

Wodna zawiesina nanoptatkéw grafenowych GNP+H20 0,88

5%-owy wodny roztwor nosnika PEG1500 no$nik+H>0 1,42
Kompletny atrament grafenowy bazujacy na , .

+ +
noniku PEG1500 NosniktGNP+H20 |~ 15

Cze$¢ zrodet literaturowych wskazuje, iz lepko$¢ ptyndw zalezna jest takze od rodzaju
zawieszonej w nich fazy funkcjonalnej oraz wymiaréw uzytych nanoczastek [217], [218]. W

celu sprawdzenia wptywu $rednic czgstek nanoptatkow grafenowych na lepkos$¢ atramentow,
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testom reologicznym poddano grafenowe atramenty bazujgce na dwoch réznych materiatach
nanoptatkow, wyselekcjonowanych w rozdziale 5.4. Byly to: wybrane do atramentow do druku

strumieniowego GNP SI o $rednicach czastek 8 um oraz do powlekania natryskowego GNP7

o $rednicach czastek 15 pm.

—o— Atrament z GNP7
-= Atrament z GNPSI

Lepkos¢ [mPas]

o 100 200 300 400 500
Szybkos¢ scinania [1/s]

Rysunek 44. Krzywe lepkosci grafenowych atramentow przedstawiajgce wplyw
zastosowanych platkow grafenowych na lepkosc

Na podstawie otrzymanych krzywych lepkosci, przedstawionych na rysunku 44
stwierdzi¢ mozna, ze rodzaj materiatu grafenowego fazy funkcjonalnej ma znikomy wplyw na
lepkosc¢ catego atramentu. Pomimo iz GNP7 zawiera ptatki o prawie dwukrotnie wigkszych
srednicach niz GNPSI, atramenty zawierajagce oba materialty fazy funkcjonalnej miaty
porownywalna lepko$¢, wynoszaca dla szybkosci §cinania 450 1/s 1,33 mPas dla GNPSI oraz
1,50 mPas dla GNP7. Jest to spowodowane bardzo matg zawartoscig procentowg GNP,
wynoszacg od 0,1 % wt. w calym atramencie. W literaturze, wskazujacej na wplyw $rednic
czgstek fazy funkcjonalnej na lepkos¢ zawiesin heterofazowych, zawartos¢ ptatkow zawierata
si¢ w zakresie 5 - 15 % wit.

Podsumowujac, oba materiaty grafenowe moga bez przeszkod by¢ wykorzystywane do
wytwarzania grafenowych, przewodzacych atramentéw do druku strumieniowego lub natrysku
o lepkosci dostosowanej do wykorzystywanych w pracy technologii druku.

W ramach testoéw wpltywu surfaktantow na lepkos¢ grafenowych atramentow zbadano
I zestawiono na rysunku 45 takze krzywe lepkosci trzech heterofazowych zawiesin. Pierwsza z
nich to grafenowy atrament wytworzony bez uzycia surfaktantu. Dwa pozostale to atramenty

bazujace na nanoptatkach grafenowych poddanych funkcjonalizacji przy uzyciu dwoéch
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roéznych surfaktantow: Capstone FS-3100 firmy DuPont (C) oraz AKM-0531 z serii Malialim
japonskiej firmy NOF (D2). Wyniki przedstawiono takze w tabeli 13.

5
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Rysunek 45. Krzywe lepkosci grafenowych atramentow przedstawiajgce wplyw zastosowanych
surfaktantow na lepkos¢

Krzywe lepkosci wszystkich trzech atramentéw maja bardzo podobny ksztalt a ich
lepkosci charakteryzuja si¢ porownywalnymi wartoSciami dla calego zakresu szybkosci
Scinania. Wartosci lepkosci dla szybkosci cinania 450 1/s wynosity od 1,47 do 1,52 mPas. Na
podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze dodatek surfaktantu do grafenowych
atramentow heterofazowych nie zmienia ich lepkos$ci. Surfaktant jako srodek powierzchniowo
czynny ma znaczacy wplyw na drugi z parametréow reologicznych: na napigcie
powierzchniowe. Dodatek surfaktantu zmniejsza warto$¢ napigcia powierzchniowego
atramentu, dzieki czemu niweluje niekontrolowany rozptyw kropel na podtozu.

Tabela 13. Wartosci lepkosci atramentow testowanych w celu okreslenia wplywu
surfaktantow na lepkos¢

.. Lepkos¢

Nazwa kompozycji [mPas]
Atrament bez surfaktantu 1,47
Atrament z surfaktantem C 1,52
Atrament z surfaktantem D2 15

Wszystkie rodzaje przebadanych atramentéw grafenowych maja lepkosci zgadzajace
si¢ z zakresem lepkos$ci dedykowanym technice druku strumieniowego od 1 do 25 mPas [38],
[40], [41] oraz powlekania natryskowego: 0,7-2 mPas [180]. Co wigcej, na podstawie krzywych
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lepko$ci potwierdzono, iz atramenty te charakteryzujg si¢ wiasciwos$ciami rozrzedzania
$cinaniem. Oznacza to, ze wyselekcjonowane 1 opisane szczegdtowo W rozdziale 5 materiaty
nos$nikow, fazy funkcjonalnej i surfaktantow nadaja si¢ do wykorzystania w produkcji

atramentow do technologii druku strumieniowego i powlekania natryskowego.

7.1.3. Model sil S$cinajacych ipredkosci $cinania w procesie druku
strumieniowego

Chociaz druk strumieniowy jest technologig uzywang od lat [219], w literaturze brakuje
doktadnego opisu sit S$cinajacych inaprgzen dzialajacych na atrament w glowicy,
wystepujacych podczas procesu drukowania $ciezek. Jednakze, w kontek$cie wlasciwosci
reologicznych atramentu, a szczegdlnie jego lepkosci, bardzo istotna jest wiedza na temat
warto$ci naprezen, okreslanych jako szybkosci $cinania, dzialajacych na krople. Czgs¢ zrodet
literaturowych podaje iz szybkos$ci $cinania w procesie druku strumieniowego powinny miesci¢
sie w zakresie 10°-10* 1/s [220]. W innych publikacjach znalezé mozna informacje, ze
szybkosci $cinania obserwowane podczas wytwarzania $ciezek ta metoda sg zwykle rzedu 10°
1/s [197], [203], [221]. Bazujac na tych publikacjach mozna w prawdzie przypuszczaé, ze
naprezenia wystgpujace w dyszy drukarki strumieniowej sg bardzo wysokie, jednak nikt nie
policzyt ich realnej wartosci. W pracy przedstawiono kompletny model i obliczenia, opierajgce
si¢ na zalozeniach przedstawionych ponizej. Obliczenia te pozwolity na okres§lenie minimalne;j
warto$ci szybkosci $cinania dziatajacej na atrament podczas wyrzucania z dyszy, w trakcie

procesu druku strumieniowego.

d
» >
V=0 r=0
Vo)
Vaax

Rysunek 46. Model rozktadu predkosci atramentu w dyszy drukarki strumieniowej
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Rozktad predkosci atramentu wewnatrz dyszy ma w przyblizeniu ksztalt trojkatny, z
zerowg wartos$cig na $ciankach dyszy, wzrastajaca liniowo i osiggajaca maksimum przy jej
otworze, jak pokazano na rysunku 46. Trojkatny profil predkosci umozliwia okreslenie jednej
sredniej wartosci predkosci Scinania dla catej objgtosci pltynu, co nie bytoby mozliwe przy

uzyciu skomplikowanego, parabolicznego profilu predkosci.

Zaktadajac, ze dysza uzywana do druku strumieniowego ma ksztatt cylindryczny, pole
jej przekroju jest oznaczone rownaniem (1) , a obwod dla danego promienia r — rownaniem (2).
Stosujac wzor na szybko$¢ $cinania wedtug przeptywu Couette (3), mozliwe jest obliczenie
predkosci atramentu na danym promieniu. Prowadzi to do wyznaczenia, w prosty sposob,
wartos$ci Sredniej predkosci zawiesiny w polu przekroju cylindrycznej dyszy (4). Z powodu
oporow i strat energii podczas segmentacji strumienia ptynu w kroplg, predkos¢ wyrzucane;j

kropli Vprop nie moze by¢ wyzsza niz $rednia predkos$¢ ptynu wewnatrz dyszy Vmean (5).

S=T['<d72> 1)

8S(r) = 2mr @)
vy =y [5-7] ©)

d
Vaigan = frzoas(;ﬂ) VO 4 = 0,166 y-d (4)
Voror < Vmean (%)
y 2 ©)
y=6- 105% (7

gdzie: Vmax—maksymalna predko$¢ atramentu na srodku dyszy, d—srednica dyszy, S—
przekroj poprzeczy dyszy, dS(r)—obwdd dla danego promienia r, V(r)—predkosé w punkcie o
danym promieniu, Vmean—sérednia predkos¢ ptynu w obszarze przekroju poprzecznego,

Vprop—predkos¢ kropli, y—predkos¢ Scinania.

Zgodnie z literaturg predko$¢ kropli w procesie druku strumieniowego Vprop Nie
powinna by¢ mniejsza niz Sm/s [167], [222]. Uzywana w badaniach $rednica dyszy miata
wymiar d = 50 um. Dane te pozwalajg obliczy¢ szybko$¢ $cinania y jako warto$¢ wieksza lub

réwng 1/s, zgodnie z rOwnaniem (6).
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Obliczona warto$¢ szybkosci $cinania zgodna jest z publikacjami podajacymi iz
predko$¢ $cinania powinna by¢ rzedu 10° 1/s [197], [203], [221]. Ta bardzo wysoka warto$é
czgsto przekracza zakresy pomiarowe lepkosciomierzy. Poniewaz atramenty uzywane w
elektronice drukowanej charakteryzujg si¢ najczesciej wlasciwosciami rozrzedzania Scinaniem,
ich lepkos$¢, zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem predkosci $cinania, az do uzyskania stabilnej
wartosci. W zwigzku z tym, warto$¢ lepkosci moze by¢ odczytywana dla najwyzszej
zmierzonej szybkosci $cinania, w ktorych Krzywa lepkosci jest juz ustabilizowana, tak jak

przedstawiono na rysunku 47.

Krzywa lepkosci

Krzywa lepkosci
charakterystyczna dla
ptynéw rozrzedzanych Najwyzsza
$cinaniem zmierzona warto$¢
szybkosci $cinania

Stabilizacja krzywej
lepkosci

r

Lepkosc [mPas]

1
1
1
-

Szybkosc¢ scinania [1/s]
Rysunek 47. Przyktadowy ksztalt Krzywej lepkosci ptynu rozrzedzanego Scinaniem

7.1.4. Badanie formowania Kkropli atramentéw itworzenia S$ciezek— dobor

parametrow procesu druku strumieniowego

Parametry druku strumieniowego, opisane szczegdétowo w rozdziale 4.2.1, maja
znaczacy wpltyw na przebieg procesu druku, ze wzgledu na ich bezposrednie oddziatywanie na
formowanie i lot kropli oraz formowanie drukowanej sciezki. Zalicza si¢ do nich: napiecie, czas
trwania sygnatu, czgstotliwo$¢ generowania kropli, posuw, postdj i temperature stolika.

Celem pracy byt dobor parametrow druku strumieniowego tak, aby generowana z dyszy
kropla miata powtarzalny ksztalt o regularnej $rednicy oraz aby unikng¢ bledéw formowania
kropli i $ciezki w trakcie trwania procesu.

Napigcie zadawane przez sterownik glowicy wptywa na zdolnos$¢ uformowania kropli oraz
predkosc jej lotu. Badania prowadzone w pracy miaty na celu wyznaczenie zakresu wartosci

napigcia, przy ktorym mozliwe jest uformowanie powtarzalnej kropli heterofazowego
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atramentu grafenowego. Zbadano napiecie w zakresie od 0 do 80 V. Wyniki przedstawione
zostaty w tabeli 14.

Tabela 14. Wyniki badan zwigzane z wptywem napiecia na generowanq z dyszy krople

Napiecie [V] Wynik Obraz
0-40 Brak kropli ‘
40-50 Prawidlowa
kropla
°
satelitg
B B '
kropla

Na podstawie badan ustalono, iz dla wytworzonych atramentéw grafenowych minimalne
napigcie, przy ktorym formuje si¢ kropla wynosito 40 V. Kropla atramentu powstawata w
zakresie 40-50 V, wraz ze wzrostem napigcia wzrastata predkos¢ jej lotu. Zastosowanie
wigkszych niz 50 V warto$ci napiecia powodowato zbyt duza predkos¢ kropli, skutkujacej
powstawaniem btedow kropli takich jak widoczne w tabeli 14.: krople z satelitg lub podwojne
krople. Bledy te uniemozliwiaja wytwarzanie ciaglych $ciezek o jednorodnej grubosci
I prostych, rownych krawedziach. W zwigzku z tym, zakres stosowanego w pracy napigcia
ustalono na 40-50 V.

Rozmiar kropli zalezny jest od czasu trwania zadanego ze sterownika sygnatu
napieciowego. W zwigzku z tym parametr ten determinuje rozdzielczos¢ wykonywanych
wydrukow. Prawidtowy dobor dtugosci trwania sygnatu, oznaczajacy uzyskanie regularnych
kropel o powtarzalnej $rednicy, jest wiec znaczacy dla procesu druku.

W pracy wykonano testy wptywu dlugosci sygnatu na mozliwo$¢ utworzenia kropli oraz
na jej rozmiar. Zakres badanej dlugosci sygnatu to 30-300 ms. Wyniki przedstawiono na
rysunku 48.
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Wptlyw dlugosci sygnatu na srednice kropel
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Rysunek 48. Srednice kropli atramentu grafenowego w zaleznosci od czasu
trwania sygnatu

Pojedynczg krople atramentu grafenowego, o powtarzalnej, niezmiennej w czasie
srednicy uzyskano dla czasu trwania sygnatu w, zaznaczonym na rysunku, zakresie 75-270 ms.
Otrzymywane w tym zakresie dlugosci trwania sygnatu krople mialy $rednice od 20 — 24 um.
Krotszy czas trwania impulsu uniemozliwial wytworzenie prawidtowej kropli atramentu. Dla
sygnatu <75 ms kropla nie powstawata wcale lub zamiast kropli generowany byt aerozol.
Generowany aerozol skutkowal wysychaniem atramentu w trakcie lotu w kierunku podtoza. W
takim wypadku nanoczastki osadzajace si¢ na podtozu nie tylko nie tworzyly regularnej
Sciezki, ale takze charakteryzowaly si¢ brakiem adhezji do podioza. Z kolei dluzszy czas
trwania sygnatu, >270 ms powodowal powstanie strumienia atramentu zamiast kropli.
Podawane w ten sposob byly zbyt duze objetosci materialu, co powodowato nieregularne
rozlewanie si¢ atramentu na podtozu i zwigzany z tym brak mozliwosci uformowania $ciezki.

Proces dobierania parametréw formowania kropli zakonczyt si¢ uzyskaniem
prawidtowej kropli o powtarzalnej w czasie $rednicy. Potwierdzito to, iz wytworzone
grafenowe atramenty heterofazowe mozna wykorzysta¢ w technologii druku strumieniowego.

Celem kolejnych badan byl dobér parametrow formowania $ciezki oraz wykonanie

nadruku $ciezek.
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Standardowo stosowana w procesie druku strumieniowego czgstotliwos¢ generowania
kropli zawiera si¢ w granicach 1-20 Hz [143]. Zmniejszenie czgstotliwosci zwicksza
doktadno$¢ otrzymywanych wydrukoéw, zwigksza jednak czas wytwarzania $ciezek. Na
wstepnych badan ustalono iz w testach prowadzonych w pracy wystarczajaca czestotliwoscia
jest 10 Hz. Ustalenie stalej warto$ci czestotliwosci pozwolito na dobranie szybkosci
wykonywania wydruku poprzez dobor parametrow ruchu i postoju stolika X-Y.

Stolik podtozowy, na ktorym odbywato si¢ wstgpne suszenie Sciezek 1 warstw,
podgrzewany byt w trakcie procesu druku do 60-80°C. Dobér temperatury i proces suszenia
wstepnego opisano w rozdziale 4.2.3.

Ustalenie predkosci przesuwu stolika mozliwe byto poprzez dobor skoku stolika i czasu
jego postoju. Postawanie $ciezki jest wynikiem lgczenia si¢ pojedynczych kropel na
nadrukowywanym podtozu. Ze wzgledu na staty, trwajacy 0,1 s, odstep wystepujacy miedzy
wystrzeliwaniem z dyszy kolejnych kropli, aby mozliwe bylo utworzenie ciagtej Sciezki czas
postoju stolika ustalono takze na 0,1 s. Parametrem dobranym na podstawie obserwacji podtoza
w trakcie oraz po procesie nadruku byt skok stolika. Zbadany skok stolika, dopasowany do
srednic wytwarzanych kropel, miescit si¢ w zakresie 10 — 60 um, wyniki oraz wykonane zdj¢cia

przedstawiono w tabeli 15.
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Tabela 15. Wyniki badan zwigzane z wptywem skoku stolika na drukowangq sciezke

Sciezka w trakcie wydruku Sciezka po wydruku

Skok <30 pm

Skok >30 i <40 um

Skok>40 um

Dla skoku <30 um krople spadaty na podloze zbyt blisko siebie, przez co zlewaly si¢
tworzac na podlozu nieregularnie, rozlewajace si¢ nagromadzenia atramentu. Skutkowato to
wytworzeniem $ciezki o nieregularnych, pofalowanych brzegach. Z drugiej strony, dla skoku
>40 um, krople spadaty na podtoze tak, iz byty od siebie zbytnio oddalone. Powstajace w
wyniku zderzenia kropli z podtozem kropki atramentu nie fgczyly si¢ ze sobg. W zwigzku z
tym wytworzona $ciezka charakteryzowala si¢ brakiem cigglosci. Jedynie przy skoku >30 i <40
um udato uzyska¢ si¢ ciagle Sciezki, o rownych krawedziach. W tym wypadku krople po
zderzeniu z podtozem taczyty si¢, a wysychajac tworzylty ciagly wzor.

Dzi¢ki dobraniu parametrow procesu druku strumieniowego wytworzonych w pracy
grafenowych atramentow heterofazowych, badania zakonczyty sie uzyskaniem jednorodnych,
ciggtych $ciezek o regularnych, prostych krawedziach. Zastosowane parametry przedstawiono

w tabeli 16.
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Tabela 16. Dobrane parametru procesu druku strumieniowego grafenowych atramentéw

heterofazowych
Parametr Wartosé

Napigcie [V] 40-50

Dhugo$¢ trwania sygnatu [ms] 75-270
Czestotliwos¢ kropli [Hz] 10
Postoj stolika [ms] 100

Skok stolika [um] 30-40

Temperatura grzania stolika [°C] 60-80
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7.2. Charakteryzacja i wlasciwosci wytwarzanych warstw i wzorow grafenowych

7.2.1. Badanie adhezji i wytrzymalosci mechanicznej wytwarzanych warstw na

roznych typach podlozy

Adhezja to najwazniejsza z wlasciwosci drukowanych warstw i Sciezek [223] zwigzana
z interakcja materialu warstwy oraz podioza. Dlatego zalezna jest zar6wno od kompozycji
drukowanego atramentu jak i materiatu podtozowego, na ktorym wytwarzany jest wzor lub
warstwa.

Proces wytwarzania funkcjonalnych warstw iwzoréw powinien skutkowac
otrzymaniem nadrukéw, ktore charakteryzuja si¢ adhezja zapewniajacg pozostanie Sciezki na
podtozu, nawet podczas dzialania naprezen. W kontekscie biologicznym warstwa ta powinna
takze pozostawaé, w niezmienionej formie, na podtozu po zalaniu ciecza o przyblizonym
sktadzie soli fizjologicznej, uzywanej w laboratoriach biologicznych przy pracy z komoérkami.

W zwiazku z tym, celem badan bylo zbadanie adhezji warstw drukowanych na ré6znych
podilozach. Do testow wybrano zaréwno materialy sztywne: szklo oraz ceramikg, jak
i dedykowane elektronice drukowanej podtoza elastyczne: foli¢ PET. Adhezja zostata zbadana
takze na podtozach nietypowych: cewnikach oraz metalowych implantach. Adhezj¢ oceniano
na dwa sposoby: metoda scotch test, opisang w rozdziale 4.3.3 oraz poprzez obserwacj¢
warstwy, prowadzong po zalaniu jej wodnym roztworem soli fizjologicznej oraz wysuszeniu.
Wytwarzane warstwy powinny bowiem by¢ odporne na ciecze, zblizone sktadem do soli
fizjologicznej, wystepujace w aplikacjach biologicznych. Wyniki badan przedstawiono w tabeli
17.

Tabela 17. Ocena adhezji warstw wytworzonych na réznych podtozach.

Material Test scotch tape Adhezja po zalaniu woda
Szkto +++++ +++++
Ptytka ceramiczna +++++ FH+++
Folia PET +++ 4+
Cewnik Foleya +++ 4+
Tytanowe implanty ++++ +H++

Na podstawie poczynionych obserwacji stwierdzono, iz warstwy grafenowe na
wszystkich badanych podtozach spelniaja wymogi adhezyjne stawiane powlokom
wytwarzanym metodami elektroniki drukowanej. Wyniki wskazuja jednak, iz warstwy na

podtozach takich jak szklo i ceramika, ktore suszone byty w wyzszych temperaturach wykazuja
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lepsza adhezje od warstw na podtozach z folii PET. Dziatanie wysokich temperatur przy
krotkim czasie suszenia zapewnia szybsza polimeryzacje materiatu no$nika, przy braku efektu

pekania warstwy, co jest przyczyng lepszej adhezji.

Wytwarzane warstwy spetniajg takze wymagania adhezyjne zwigzane z ich wykorzystaniem w
badaniach i aplikacjach biologicznych. Zaréwno po zalaniu roztworem soli fizjologicznej, jak
I pdzniejszym wysuszeniu warstwa pozostawata na podtozu. Nie zaobserwowano odrywania
si¢ ptatkdw od podtoza ani innych zmian mikrostruktury warstw. Mozna wigc potwierdzic¢, iz
zalanie wodnym roztworem soli fizjologicznej nie powoduje zniszczenia warstwy grafenowej.
Wytwarzane warstwy grafenowe moga w zwiazku z tym by¢ poddawane dziataniu ptynow

I zawiesin uzywanych w hodowlach komérkowych w zastosowaniach biomedycznych.

Wytworzone na elastycznych podtozach warstwy poddane zostaly takze badaniom
zmeczeniowym, ktore opisano w rozdziale 4.3.3. Adhezja warstw na nie ulegta zmianie nawet
po 30000 cykli zginania. Badania te potwierdzity, iz wytwarzane warstwy grafenowe

charakteryzuja si¢ wysoka wytrzymato$cig mechaniczna.

7.2.2. Badanie grubosci wytwarzanych warstw i $ciezek

Grubo$¢ $ciezek, wzorow i warstw otrzymywanych technikami elektroniki drukowanej
jest parametrem zaleznym m.in. od technologii ich wytwarzania. Za pomocg technik
grubowarstwowych, takich jak sitodruk, uzyskuje si¢ warstwy grube > 100 um [224]. Znacznie
ciensze warstwy wytwarzane sg technologia powlekania natryskowego: od 20 nm [38] oraz
druku strumieniowego: od 30 do 50 nm [37].

W technologii druku strumieniowego grubos¢ Sciezek jest wprost proporcjonalna do
liczby wykonanych nadrukow [37], [40], [41], co umozliwia sterowanie jej warto$cig. Jest to
mozliwe poprzez wykonywanie kolejnych powtorzen procesu drukowania, rozumianych jako
ponowny przesuw podtoza pod dysza generujaca krople [34].

Grubos¢ wytwarzanych warstw moze decydowaé o przewodnictwie i stopniu ich
transparentnosci, co jest kluczowe w aplikacjach elektroniki drukowanej. Jednakze parametr
ten jest istotny takze w kontekscie zastosowan biomedycznych. W zaleznosci od grubosci
warstwy na podtozu hodowlanym zmienia si¢ zdolnos¢ adhezji do podtoza komoérek. Grubosé
wplywa w zwigzku z tym na proces ich namnazania. Je$li materiat jest biozgodny, zwiekszenie
grubo$ci i jednorodnosci warstwy zwigksza przezywalno$¢ komorek. Jesli material jest

toksyczny, zwigkszenie jego grubosci zmniejsza przezywalnos¢ komorek.
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Przeprowadzone w pracy testy miaty na celu zbadanie grubo$ci warstw i $ciezek oraz
okreslenie wplywu ilo$ci powtdrzen procesu nadruku grafenowego atramentu heterofazowego,
na grubo$¢ warstw i wzordw, wytwarzanych przy uzyciu dwoéch technologii: druku
strumieniowego oraz powlekania natryskowego.

Do przeprowadzenia testow wykorzystano atramenty grafenowe o tym samym sktadzie,
okreslonym w rozdziale 5, rézniace si¢ migdzy soba tylko rodzajem zastosowanej fazy
funkcjonalnej. Do druku strumieniowego wykorzystano niezapychajace mikro dyszy czastki o
srednicach ptatkow 8 um: GNPSI, do powlekania natryskowego wigksze, o wymiarach okoto
15 pm: GNP7.

Zdjecia mikroskopowe, przedstawiajagce w powigkszeniu Sciezki uzyskane metoda
druku strumieniowego, dla roznej ilosci powtdrzen, oraz ich grubosci, pokazane zostaly w
tabeli 18. Wykres zaleznosci grubosci od ilosci powtdrzen widoczny jest natomiast na rysunku
49,

Obserwacja mikroskopowa pozwolita potwierdzié, iz przy wytwarzaniu wzorow
drukiem strumieniowym, w celu osiaggniecia jednorodnych $ciezek grafenowych, niezbedne jest
wykonanie wielu powtorzen procesu. Nadrukowanie od 1-4 warstw grafenowych skutkuje
powstaniem ledwie widocznego zarysu $ciezki, ktory z tego wzgledu nie zostat uwzgledniony
w badaniu grubosci. Sciezka zaczyna by¢ widoczna przy wykonaniu 5 warstw, jednak pozostaja
wcigz zauwazalne bledy zwiazane z jej niedodrukowaniem. Sciezka wypehia si¢ materiatem
grafenowym dopiero przy 15 powtorzeniach procesu. Niejednorodno$ci oraz widoczne braki
materiatu znikaja catkowicie przy wykonaniu 22 warstw. Ocena mikrogeometrii pozwala
stwierdzi¢, ze $ciezki >22 warstw sa jednorodne, poprawnie wydrukowane i powinny

przewodzi¢ prad elektryczny.
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Tabela 18. Mikroskopowe zdjecia przedstawiajgce obrazy warstw uzyskanych metodg druku
strumieniowego dla roznej liczby powtorzen procesu nadruku

Mikroskopowe obrazy warstw Liczba warstw Grubosé [nm]

1 -

5 14
10 27
15 36
20 44
22 49
25 55
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Rysunek 49. Wykres zaleznosci grubosci sciezek od ilosci powtorzen procesu nadruku
metodg druku strumieniowego

Na wykresie przedstawionym na rysunku 49 widaé, ze grubosé¢ Sciezek, uzyskanych
przy uzyciu opracowanego atramentu grafenowego, wzrasta wprost proporcjonalnie wraz ze
wzrostem liczby wykonanych powtérzen nadrukow, a wigc nadrukowanej liczby warstw.

Uzyskane wyniki sa porownywalne z wynikami prezentowanymi w literaturze
dotyczacych grubosci warstw grafenowych powstatych przy uzyciu atramentow bazujacych na
nanoptatkach grafenowych. Torrisi i wsp. dla 20 powtérzen procesu nadruku uzyskali, w
zalezno$ci od metody przygotowania podioza, $ciezki o grubosci od 35 — 60 nm [37].
Wytworzona w pracy $ciezka nadrukowana 20 razy, miata natomiast grubo$¢ 44 nm, co miesci

si¢ w zakresie prezentowanym w publikacji.

Powigkszenia obrazujagce wytworzone metoda powlekania natryskowego warstwy,
wydrukowane przy réznej liczbie powtorzen, wraz z informacjg o ich grubos$ciach,

umieszczono w tabeli 19. Wykres zalezno$ci grubosci od ilo$ci powtorzen widoczny jest

rrrrr

procesu nadruku metoda powlekania natryskowego.
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Dla pojedynczego wydruku warstwa jest niejednorodna oraz, ze wzgledu na braki
materialu grafenowego, w widoczny sposoéb nieciagta. Wraz ze wzrostem ilo$ci nadrukow w
widoczny sposdb warstwa wypetnia si¢ ptatkami grafenowymi. Sciezke o dobrej jakosci, bez
brakéw materiatowych uzyskano dla 6 nadrukow. Przy powiekszeniach obrazow warstw 150
razy wida¢ jednakze, ze dopiero kolejne warstwy eliminujg pory wystepujace w warstwie.
Brak porow i petng jednorodno$¢ warstwy uzyskano od 8 powtdrzen procesu wydruku. W
zwigzku z tym uznano, iz jest to minimalna ilo§¢ wydrukéw niezbgdnych dla uzyskania
Sciezki jednorodnej charakteryzujacej si¢ odpowiednimi wiasciwosciach mikrogeometrii,
takimi jak jednolita chropowato$¢ zwigzana z brakiem poréw w warstwie. lo$¢ nadrukow
I ich grubos$¢ powinna by¢ jednak dostosowana do aplikacji Sciezek | warstw. Wraz ze
wzrostem grubos$ci spada bowiem ich transparentno$¢ oraz wzrasta zagrozenie ich

toksycznoscia.
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Rysunek 50. Wykres zaleznosci grubosci sciezek od ilosci powtorzen procesu nadruku
metodg powlekania natryskowego

Grubosci warstw wytworzonych metoda powlekania natryskowego, podobnie jak w
przypadku druku strumieniowego wzrastajg liniowo. Uzyskanie jednorodnej warstwy
mozliwe jest jednak przy ponad dwukrotnie mniejszej liczbie powtorzen nadruku, co jest
zwigzane ze specyfika wybranej techniki drukarskiej. Przy procesie powlekania
natryskowego, podczas pojedynego przejscia aerografu nad zadrukowywanym podtozem
nanoszona jest znacznie wigksza ilos¢ materiatu niz w przypadku przejscia gtowicy nad

podtozem w druku strumieniowym.
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Na podstawie badan stwierdzono, iz jednorodne warstwy i §ciezki uzyskiwane
metodami druku strumieniowego i powlekania natryskowego majg porownywalne grubosci w
zakresie: 31-55 nm. Grubos¢ $ciezek zwigksza si¢ liniowo wraz z liczbg wykonanych
powtorzen. Powtorzenie procesu 8 razy pozwala na otrzymanie jednorodnej warstwy w
przypadku powlekania natryskowego oraz 22 przy wykorzystaniu technologii druku

strumieniowego.

7.2.3. Badanie elektrycznych wlasciwosci warstw

Niewatpliwag zaleta nanoptatkéw grafenowych, w konteks$cie ich zastosowania jako
materialu fazy funkcjonalnej atramentéw, jest ich przewodnos$¢. Dzicki doskonatym
wlasciwoséciom elektrycznym i mechanicznym nanoptatkéw grafenowych, opisanych w
rozdziale 2.1.1, uzycie grafenowych atramentéw heterofazowych w technologiach elektroniki
drukowanej umozliwia wytwarzanie przewodzacych warstw i wzorow charakteryzujacych si¢
niskg rezystancjg i dobrymi wtasciwosciami mechanicznymi. Stopien przewodnictwa zalezy
m.in. od dostosowanych do techniki drukarskiej wlasciwosci drukowanego atramentu (lepkosé,
napigcie powierzchniowe, jednorodnos$¢ i stabilnos¢), wptywajacych na rozdzielczosé
otrzymywanych wzorow. Jednorodno$¢ warstw i $ciezek, zwigzana jest takze z poprawnos$cia
procesu technologicznego druku. Sciezki jednorodne lepiej przewodza prad niz wzory
wydrukowane blednie, posiadajace rozmyte lub faliste krawedzie lub braki zwigzane z
niedoktadnym wypetnieniem materialem.

Przewodzenie pradu przez biozgodne warstw grafenowych moze mie¢ ogromne
znaczenie w ich zastosowaniu w bioinzynierii i inzynierii tkankowej. Elektrostymulacja jest
bowiem metodg stymulowania czynnikow wzrostu komorek znang od lat. Nanoptatki
grafenowe sg natomiast testowane ostatnimi czasy jako potencjalny materiat stymulujacy
wzrost iréznicowanie komorek. Dzieki wytworzeniu przewodzacej warstwy z platkow
grafenowych mozna potaczy¢ oba rodzaje stymulacji, osiggajac synergi¢ wynikow stymulacji
wzrostu komorek. Z tego powodu bardzo istotnym parametrem warstw i wzoréw grafenowych
wytwarzanych w pracy do zastosowan w biomedycynie jest ich przewodno$¢ elektryczna.

W pracy przebadane zostaly wiasciwosci elektryczne warstw uzyskanych poprzez
nadruk biozgodnych, grafenowych atramentéw heterofazowych przy uzyciu obu metod: druku
strumieniowego oraz powlekania natryskowego. W zwigzku z poréwnywalng gruboscia
ciezek 1warstw otrzymywanych oboma technikami, oceny przewodnosci dokonano na

podstawie pomiarow rezystancji na kwadrat, opisanej szczegétowo w rozdziale 4.3.4.
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Tabela 20 przedstawia wyniki badan wlasciwosci elektrycznych, wraz z informacja przy

jakiej grubosci warstwy dokonano pomiaru.

Tabela 20. Wyniki badan wiasciwosci elektrycznych Sciezek | warstw grafenowych

Druk strumieniowy Powlekanie natryskowe
Liczba Grubosé Rezystancja Liczba Grubosé Rezystancja
warstw [nm] na kwadrat warstw [nm] na kwadrat
[kQ/o) [Q/o)
20 44 200 7 31 800
22 49 125 8 37 692
25 55 90 9 42 638
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Jak wida¢ w tabeli, w pracy opracowano grafenowy, biozgodny atrament, ktory pozwala
na wytwarzanie wzoréw iwarstw przewodzacych prad elektryczny. Jak wida¢ na
umieszczonych w tabeli wykresach rezystancja powierzchniowa maleje wraz ze wzrostem
liczby powtorzen nadrukow, ktore sa bezposrednio zwigzane ze wzrostem grubosci
drukowanych wzorow. Najlepsze wyniki: 90 kQ oraz 638 Q uzyskano odpowiednio dla warstw
otrzymanych drukiem strumieniowym oraz powlekaniem natryskowym, o grubosciach 55 nm
oraz 42 nm. Réznice w uzyskanych wynikach rezystancji wynikaja z rdznic wystepujacych
pomiedzy oboma wykorzystywanymi technikami. Glowna przyczyna jest rodzaj drukowanych
wzorOw oraz sposob ich otrzymywania. W przypadku druku strumieniowego otrzymywane sg
sciezki o szerokosci kilkudziesigciu mikrometréw, a nanoczastki grafenowe przenoszone sg w
pikolitrowych kroplach. W zwigzku z tym otrzymanie jednolitych wzoréw o dobrej
przewodnosci jest znacznie trudniejsze niz w przypadku powlekania natryskowego, w ktorym

drukowane sg cate powierzchnie, a nanoczastki przenoszone sg w duzej objetosci gazu nosnego.

W ramach testow wiasciwosci elektrycznych przeprowadzono takze badania wplywu

zawartosci fazy funkcjonalnej na przewodnictwo warstw wykonanych technika powlekania
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natryskowego. Testow nie przeprowadzono na S$ciezkach wytwarzanych drukiem
strumieniowym. Wstepne badania wykazalty, iz zwigkszenie zawarto$ci fazy funkcjonalnej
atramentu uzytego w technice druku strumieniowego powodowato zatkanie dyszy drukujacej
oraz przerwanie procesu wytwarzania §ciezek. Z kolei mniejsza niz 0,5% wag. zawartos¢ GNP
w atramencie skutkowata wytwarzaniem nieprzewodzacych pradu Sciezek grafenowych.

Dla zawarto$ci grafenu ponizej 0,3 % wytwarzane warstwy nie przewodzity pradu.
Powyzej natomiast 1,5 % nastgpowato zatykanie dyszy drukarskiej. W zwiazku z tym
przebadano atramenty o zawarto$ci od 0,3 do 1,5 % wag. w atramencie. Wyniki przedstawiajace
rezystancj¢ powierzchniowa $ciezek uzyskanych dla atramentéw o roznej zawartosci platkow

grafenowych przedstawiono w tabeli 21 oraz na rysunku 51.

Tabela 21. Rezystancja powierzchniowa sciezek wytwarzanych metodg powlekania
natryskowego, dla atramentow o réznej zawartosci ptatkow grafenowych

Zawarto$¢ [% wag.] Rezystancja powierzchniowa [Q/0]
0,3 951,56 + 66,13
04 811,38 £ 54,91
0,5 638,24 + 51,06
0,8 286,21 + 20,03
1 109,28 + 6,56
1,2 46,96 + 2,35
15 39,36 + 1,57
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Rysunek 51. Rezystancja powierzchniowa warstw wytwarzanych technikg powlekania
natryskowego, w zaleznosci od zawartosci platkow grafenowych w atramencie wraz z
dopasowanymi liniami trendu wskazujgcymi na liniowy charakter zmian

Warto$¢ rezystancji powierzchniowej spadata liniowo wraz ze wzrostem fazy
funkcjonalnej, az do zawartosci okoto 0,9 %. Przy dalszym zwigkszaniu zawartosci GNP,
spadek rezystancji byl juz znacznie mniejszy, co oznaczono na wykresie za pomocg
dopasowanych linii trendu w kolorze niebieskim i czerwonym.

Na podstawie wykresu widaé, iz poprzez dobdr zawarto$ci grafenu mozliwe jest, w
bardzo szerokim zakresie, sterowanie przewodno$cia wytwarzanych warstw. Prog perkolacji,
rozumiany jako minimalna zawarto$¢ fazy funkcjonalnej przy ktorej warstwa zaczyna
przewodzi¢ prad to 0,3 %. Jak wida¢ w tabeli 21, dla stosowanej w pracy zawartosci GNP w
atramencie wynoszacej 0,5 % wag. rezystancja nadrukowanej warstwy bliska byla 600 €.
Jednakze dwukrotne zwigkszenie zawartosci GNP w atramencie powodowato juz blisko
szesciokrotny spadek rezystancji.

Na podstawie badan mozna stwierdzi¢, iz sterowanie rezystancja wykonywanych
warstw mozliwe jest zarowno poprzez modyfikacj¢ liczby wykonywanych nadrukow, jak
I zmiang zawarto$§ci GNP w atramencie. Nalezy jednak pamigtaé, ze zwigkszenie zawarto$ci
grafenu w warstwach, w przypadku zastosowan biologicznych moze mie¢ wptyw na ich
oddziatywanie i toksyczno$¢ wzgledem komorek.

Wytworzone technika powlekania natryskowego warstwy zbadano pod katem wptywu
naprezen na ich przewodno$¢. Zmierzono rezystancje powierzchniowg warstwy przed

wykonaniem badania wytrzymato$ci mechanicznej opisanego doktadnie w rozdziale 4.3.3 oraz
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kolejno po 600, 3000, 12000, 18000 i 30000 cyklach zginania. Wyniki zaprezentowano na
rysunku 52.

B [e2} o]

o o o

o o o
1 1 1

Rezystancja powierzchniowa [Q/c]
S
¢

L L B L L L L L L L L L L |
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Liczba cykli zginania

Rysunek 52. Wphw naprezen na rezystancje powierzchniowg warstwy grafenowej

Po przeprowadzeniu badania wytrzymatoSci mechanicznej rezystancja warstwy nie
ulegla znaczacej zmianie, nawet po wykonaniu 30000 cykli zginania. Po 30000 rezystancja

wzrosta jedynie 0 okoto 4,3%. Swiadczy to o duzej wytrzymato$ci mechanicznej wytwarzanych

warstw grafenowych.

Obie technologie: druku strumieniowego i powlekania natryskowego pozwalaja na
uzyskanie $ciezek | warstw roznigcych si¢ znacznie wlasciwosciami elektrycznymi. Jest to
zwigzane Z roznicami w SPOSObie przenoszenia nanoczgstek iich rozplywem na podtozu,
wigzacym si¢ z iloScig przenoszonego materiatu. Jednakze zarowno powlekanie natryskowe jak
idruk  strumieniowy, dzigki mozliwosci uzyskiwania przewodzacych  $ciezek
charakteryzujacych si¢ wysoka wytrzymato$cia mechaniczng, znalez¢ moga szerokie

zastosowanie w biomedycynie, m.in. do elektrycznej do stymulacji komorek.

7.2.4. Badanie cytozgodnosci warstw grafenowych

W pierwszym etapie, za pomoca cytometru przeplywowego zbadano zywotnos¢
fibroblastow HDF po dobie oraz siedmiu dniach hodowli komorkowej. Wyniki przedstawiono na

rysunkach 53 oraz 54, ponize;j.
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Rysunek 53. Analiza cytometryczna Zywotnosci komorek HDF (hodowla 24 h) na podtozu
grafenowym, po wybarwieniu jodkiem propidyny

Rysunek 53 prezentuje analize cytometryczng zywotnosci komorek HDF po
wybarwieniu jodkiem propidyny. O$ odcigtych przedstawia nat¢zenie fluorescencji jodku
propidyny, o$ rzgdnych — rozmiar mierzonych czasteczek. W kwadrancie Q2-1 widoczna jest
w zwigzku z tym liczba komoérek martwych, w kwadrancie Q4-1 — komorek zywych,

stanowigcych 90,1% populacji mierzonych komorek.
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Rysunek 54. Zywotno$¢ fibroblastéw na podtozu grafenowym po 24 godzinnej i 7 dniowej

hodowli komorkowe;j

Na podstawie wynikow uzyskanych z cytometru nie stwierdzono znacznego spadku
zywotno$ci komoérek hodowanych na warstwach grafenowych. Po dobie 1 7 dniach hodowli

zywotnos$¢ wynosita bowiem odpowiednio 90,03% oraz 86,52%.

Przy uzyciu mikroskopii elektronowej SEM dodatkowo skontrolowano cytozgodno$é

warstw grafenowych wzgledem komorek fibroblastow. Obserwacje pozwolily na ocen¢ zdolnosci
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wytwarzania przez komoérki sprzyjajacych im warunkow po tygodniowej hodowli, opisanej
szczegotowo w rozdziale 4.4.1. Warunki te obejmujg wytworzenie wypustek, niezb¢dnych w

procesie adherowania komodrek do podtoza. Wyniki przedstawione zostaty w tabeli 22.

Tabela 22. Mikroskopowe obrazy SEM przedstawiajgce komorki fibroblastow po tygodniowej
hodowli na warstwach grafenowych

TM-1000_0624 2018-12-04 12:23 1 mm AME1000 0628 L

Duza ilo$¢ wypustek komorkowych wskazujacych na adherowanie komorek do warstwy
grafenowej

TM-1000_0625 2018-12-04 12:25 100 um

TM-1000_0615 2018-12-04 11:58

100 um TM-1000_0616 2018-12-04  12:01 50 um

Brak warstwy grafenowej — pojedyncza komoérka z wypustka siegajaca ptatka grafenowego
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Fibroblasty wytworzyly na warstwach grafenowych znaczacg ilos¢ wypustek
umozliwiajacych ich adherowanie do grafenowego podtoza. W miejscu gdzie nie ma warstwy
grafenowej zauwazalne sg tylko pojedyncze komorki. Jednakze te pojedyncze wypustki,
wypuszczane sg przez komorki doktadnie w kierunku platkow grafenowych, co potwierdza
brak toksyczno$ci warstw i ptatkow wzgledem komorek.

Obrazowanie SEM potwierdzito wstepng oceng cytozgodno$ci warstw grafenowych
wzgledem fibroblastow HDF uzyskang przy uzyciu cytometru. Okreslono, iz wytwarzane
warstwy grafenowe za biozgodne i nietoksyczne wzgledem komorek, ktore adherujg do ich
powierzchni. Badania pozwalajace potwierdzi¢ nietoksyczno$¢ atramentéw grafenowych,
wykonano takze przy uzyciu komorek macierzystych hADSC i opisano w rozdziatach 5.6 oraz
8.2.
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8. Aplikacje przewodzacego, biozgodnego atramentu grafenowego

8.1. Zastosowanie opracowanego atramentu grafenowego w ochronie przed
zakazeniami spowodowanymi cewnikowaniem pacjentow
Ostatnimi czasy duze zainteresowanie badaczy na calym $wiecie wzbudza mozliwos¢
zwalczania biofilmu poprzez zastosowanie ochronnych powierzchni i powtok grafenowych.
Grafen charakteryzuje si¢ bowiem zaréwno wilasciwosciami antybakteryjnymi, jak 1 niska
toksyczno$cig wzgledem komorek ludzkich [1]. W zwigzku z tym, celem pracy byto wykazanie
zdolnos$ci blokowania tworzenia biofilmu bakteryjnego na przewodzacych warstwach

grafenowych oraz wykorzystanie ich do pokrywania cewnikoéw urologicznych Foleya.

8.1.1. Biofilm i problemy w jego eradykacji

Biofilm jest zorganizowang, wiclowarstwowg struktura, sktadajaca si¢ z jednego lub
wielu gatunkow drobnoustrojow, $cisle zwigzanych z powierzchnig. Powstaje on w wyniku
wielowarstwowego podziatu komorek drobnoustrojow, glownie bakterii oraz grzybow i jest
podstawowg strukturg ich bytowania w srodowisku naturalnym [225]. Bakterie otoczone sg W
niej pozakomorkowsg substancjg polimerowa zwang macierzg pozakomorkows (EPS, ang.
extracellular polymeric substance) [157], [158], [226]. Dojrzaty biofilm zbudowany jest wiec z
uporzadkowanych struktur, sktadajacych si¢ z mikrokolonii otoczonych warstwa EPS, ktore
poprzedzielane sa siecig kanatow. Kanatami tymi dostarczana jest woda, substancje odzywcze
i tlen [227], [228].

Wiasciwosci drobnoustrojow, zwigzane zardéwno z wilasciwosciami fizjologicznymi
bakterii, jak iich ptodno$cia, ruchliwo$cia oraz cyklem zyciowym, ulegaja zmianie pod
wplywem S$rodowiska biofilmu. Nowe cechy, zwane cechami fenotypowymi, komorek
tworzacych strukture biofilmu sg przyczyng utrudnien zwigzanych z jego eradykacja,
oznaczajgcg catkowite zwalczenie biofilmu [158], [226]. Drobnoustroje zyjace w biofilmach
wykazujg znacznie zwigkszong tolerancj¢ na zwiazki przeciwdrobnoustrojowe [229].
Zastosowanie nawet bardzo wysokich stezen antybiotykow i chemioterapeutykéw nie
powoduje petnej eradykacji biofilmu. W zaleznosci od gatunku drobnoustroju, komoérki bakterii
tworzace biofilm mogg wykazywaé nawet tysigc razy wigkszg odpornos¢ na srodki
przeciwdrobnoustrojowe, jak ina warunki $rodowiska, w poréwnaniu do pojedynczych
rozproszonych komorek — tzw. komorek planktonowych tego samego gatunku [2], [228].

Na problemy z penetracja substancji bakteriobdjczych w glab struktury, oprocz zmian
fenotypowych bakterii w biofilmie wptywa m.in. skomplikowana budowa tej zorganizowanej

struktury. Mechanizm zwigkszonej opornosci komorek wynika takze z inaktywacji
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antybiotykow przez zewnatrzkomorkowe polimery znajdujace si¢ w strukturze biofilmu lub z
ograniczonej dostgpnosci sktadnikéw odzywczych wptywajacej na spowolnienie tempa
wzrostu zdrowych komorek [227], [228], [230].

Problem z pojawianiem si¢ biofilmu jest $ci§le powigzany ze stosowaniem materialow
biomedycznych m.in. endoprotez, sztucznych zastawek serca, cewnikow linii naczyniowych
i urologicznych. Kolonizacja bakterii w postaci biofilmu na tych materiatach jest powodem
groznych schorzen [231], [232]. Kontaminacja, oznaczajaca skazenie materialu
biomedycznego, moze nastgpi¢ zar6wno przez drobnoustroje ze $rodowiska zewnetrznego, np.
w przypadku braku wiasciwej higieny personelu medycznego, jak ipoprzez zakazenie
endogenne, spowodowane wiasna, naturalng florg bytujaca w organizmie pacjenta.

W szczegodlnosci adhezja komorek gronkowcow (tac. Staphylococcus) do powierzchni
stanowi duzy problem kliniczny [233]. Komorki tych bakterii mogg przylega¢ do powierzchni
materiatow biomedycznych, tworzac biofilmy na Zle oczyszczonych i niezabezpieczonych
powierzchniach. Gronkowce stanowig jedng z gtéwnych przyczyn zakazen u pacjentéw, u
ktorych w celach diagnostycznych czy terapeutycznych istnieje konieczno$¢ zastosowania
cewnikow naczyniowych czy urologicznych, wenflonow, drendw czy zespolen naczyniowych

lub implantéw z tworzyw sztucznych, endoprotez stawowych lub kostnych.

8.1.2. Blokowanie powstawania biofilmu na cewnikach urologicznych

Jak opisano w literaturze [159], cewniki urologiczne, powszechnie stosowane na
oddziatach szpitalnych, stanowia czg¢sto materiat podtozowy na ktdérym rozwijaja si¢ biofilmy
bakteryjne. Biofilm przyczynia si¢ do powstawania roznego rodzaju infekcji, w tym zakazen
drég moczowych i krwioobiegu zwigzanych z cewnikowaniem. W zwigzku z tym pozostaje
istotnym zrodlem zachorowalno$ci i $miertelnosci $wiatowej populacji [159], [229]. Ze
wzgledu na trudnosci w eradykacji biofilmu oraz nieskutecznosci lekow i antybiotykow,
nieustannie trwajg poszukiwania nowych substancji itworzyw o potencjalnym dziataniu
przeciw biofilmom.

W literaturze zaproponowano kilka metod zapobiegajacych kolonizacji bakterii na
powierzchni cewnikow urologicznych [159]. Rozwazano uzycie materiatdéw polimerowych do
zwigkszenia adsorpcji antybiotykow [233], jak rowniez impregnacje | powlekanie cewnikow
roznymi srodkami antybakteryjnymi, takimi jak antybiotyki, chloroheksadyna, triklosan, tlenek
srebra, tlenek tytanu, tellur iinne [4], [234]-[238]. Nalezy podkresli¢, ze znaczna czg$¢ z
zaproponowanych metod jest bardzo skomplikowana a ich zastosowanie wymaga kosztownego

sprz¢tu. Niektore z prac naukowcOw koncentrowatly si¢ takze na wykorzystaniu w walce z
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biofilmami srebra [3], [239]-[241]. Jest to material znany z antybakteryjnosci, jednak w

wiekszych ilo$ciach, szkodliwy dla organizmu ludzkiego.

8.1.3. Technologia wytwarzania wypelniacza w postaci nanoptatkéw grafenowych

dekorowanych nanoczastkami srebra

Nanoczastki srebra (nAg) sa jednym z najstarszych materiatow stosowanych jako srodki
antybakteryjne [1]. Jednakze, chociaz antybakteryjny charakter nAg jest bardzo interesujacy,
to praktyczne zastosowanie tych nanoczgstek jest znacznie utrudnione. Jest to zwigzane z
tendencja do ich aglomerowania, powodujaca utrate aktywnosci antybakteryjnej nAg [1], [242].
Ponadto analiza literaturowa wykazuje, iz istnieja silne obawy zwigzane z cytotoksycznoscia,
stosowanego w wigkszych stezeniach, NAg w stosunku do komoérek ludzkich [243].

Jednakze jedng z kluczowych cech nAg jest to, ze przy niskich stezeniach sg toksyczne
dla drobnoustrojow ale jednoczes$nie — bezpieczne dla ludzkich komorek. Problemy zwigzane
z utlenianiem tego materiatu, negatywnie wptywajace na wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
ograniczajg jednak efektywne stosowanie nAg [1].

Z drugiej strony, niska cytotoksyczno$¢ materiatow grafenowych w stosunku do
roznych rodzajow komorek [7], [16], [62], [63] spowodowata wzmozone zainteresowanie
wiasciwosciami bakteriobdjczymi tego materiatu, a takze zastosowaniem go w hamowaniu
adherowania bakterii do r6znego rodzaju podtozy [1]. W zwiagzku z tym, poprzez przytaczenie
nanoczastek Ag do materiatlow grafenowych uzyska¢ mozna nie wykazujacy tendencji do
aglomerowania materiat o stabilnych antybakteryjnych wlasciwosciach.

Z tego powodu, w celu wzmocnienia antybakteryjnych witasciwosci nanoptatkéw
grafenowych, przy jednoczesnym zachowaniu ich biokompatybilnosci, w pracy opracowano
technologi¢ wytwarzania nowego materialu fazy funkcjonalnej: nanoptatkow grafenu
dekorowanych nanoczastkami srebra (GNP/nAg). GNP/nAg opracowany w pracy sktada si¢ w
60% wt. z GNP oraz w 40 % wt. z nAg.

Proces dekorowania grafenu, wykonywany w celu poprawy jego wlasciwosci, byt juz
opisywany w literaturze [165]. Kazuma Gotoh et. al. wzmocnili katalizujace whasnosci grafenu
poprzez dekoracj¢ m. in. nanoczasteczkami srebra, uzyskang dzigki wymianie kationow w
tlenku grafitu. Tlenek grafitu w roztworze NaOH pod wptywem ultradzwiekow (w procesie
sonikacji) potaczono z Ag[(imH)2]NOs. Nastepnie mieszano przez 24 godziny, przefiltrowano
oraz podgrzewano w wielu cyklach. Uzyskana w efekcie eksfoliacja pozwolita na uzyskanie
ptatkéw grafenowych udekorowanych nanoczasteczkami srebra [244]. Hsi-Wen Tien et al.

otrzymali grafen dekorowany nanoczgsteczkami srebra w procesie sonikacji tlenku grafitu,
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azotanu srebra AgNO3z oraz wody destylowanej. Zawiesing zmieszano z NaBH4 w temperaturze
100°C. Nastepnie przeprowadzono 10 cykli wirowania z predkoscia 10000 obrotéw na minute
[245]. Subrahmanyam et al. takze wykorzystali materiat AQNOs. Mieszaning AgNO3, grafenu,
wody oraz glikolu etylenowego poddali dziataniu mikrofali o mocy 900W przez 15 minut [246].

Na podstawie literatury mozna stwierdzi¢ iz do tej pory proces otrzymywania grafenu
dekorowanego nanoczgsteczkami srebra byt bardzo czasochtonng technologia, o wysokim
stopniu skomplikowania. Opracowana w pracy technologia, opisana w rozdziale 4.4.4,
polegajaca na polaczeniu, W procesie sonikacji i w obecnosci surfaktantow, materiatow GNP
oraz nAg jest znacznie prostsza i wymaga uzycia mniejszej ilosci materiatow.

Efektem opracowanej technologii bylo uzyskanie proszku fazy funkcjonalnej grafenu
dekorowanego nanoczastkami srebra (GNP/nAg). W celu doktadnej charakteryzacji struktury
otrzymanego materiatu, przeprowadzono obserwacje przy uzyciu mikroskopu SEM. Wyniki,

W postaci obrazéw SEM przedstawiono w tabeli 23.

Tabela 23. Obrazy z mikroskopu SEM prezentujgce wytworzony material nanoptatkow
grafenowych dekorowanych nanoczgstkami srebra

e &

00 KX Sig

s =|nLens StageaiT= 00° = Mag= 100KX EHT= 500KV  Signsl A=SEZ Stage atT= 0.0° “
WD=3Emm  Sample 1D =GNRCw IT jowm WD= 41mm  Sample ID = 40% NAGIGNP IT

1. Nieudekorowane GNP, pow. 5000 2. GNP/nAg, pow. 1000

[ 5

Mag= 500K EHT= 500KV  Signal A= SE2 StageatT= 00*

- ample 1D = 26 e 0 ECE
— T= 5 Signal B = InLens StageatT= 0.0° —
EHT = 5.00 kv ign: nLens Stage IT™E 1 WD= éimm  Sample ID = 40% nAg/GNP IT

WD = 45mm ESB Grid = 1500 V. | —

3. GNP/nAg, pow. 5000 4. GNP/nAg, pow. 10000
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Mag= 2000 K X
200 nm
—
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N Mag= 5000KX SignalA=InLens Sample ID = 2G_300
ENT= 600KV Sign Stage atT= 00 “
- EMT= 500k  Signal B=InLens StageatT= 00°
- 8 le ID = 60% nAG/GNP I
o7 aamm Pame i WD= 45mm  ESBGrid= 1500V 1T

5. GNP/nAg, pow. 20000 6. GNP/nAg, pow. 50000

W nowo wytworzonym materiale na powierzchni ptatkdw rownomiernie rozmieszczone
sa pojedyncze nanoczasteczki srebra. Szczegodlnie jest to widoczne przy porownaniu obrazow
mikroskopowych, o tym samym powickszeniu, ptatkow nieudekorowanych (nr 1) oraz
udekorowanych nanoczastkami srebra (nr 3). Na podstawie zdje¢ obrazow wykonanych przy
r6znych powigkszeniach mozna stwierdzi¢, iz nAg osadzone sg réwnomiernie zarowno na
powierzchni, jak i na krawedziach GNP. Ponadto wida¢, ze nAg ani GNP nie miaty tendencji
do aglomerowania. Na podstawie opisanych obserwacji stwierdzono, iz powstaty materiat
mozna wykorzysta¢ w produkcji heterofazowych atramentow stosowanych w technikach
elektroniki drukowanej.

Faza funkcjonalna GNP/nAg zostala zastosowana, tak samo jak GNP, do wytworzenia
atramentow do techniki powlekania natryskowego. Oba atramenty naniesiono na cewniki
urologiczne w celu zbadania zdolno$ci blokowania biofilméw przez warstwy grafenowe
i grafenowo-srebrowe. Na podstawie wczeSniejszych badan potwierdzono iz oba rodzaje

warstw cechuje biozgodnos¢.

8.1.4. Blokowanie tworzenia biofilmu bakteryjnego na cewnikach Foleya

Ocenie poddano mozliwo$¢ zastosowania opracowanej technologii do wytwarzania
antyseptycznych warstw blokujacych proces tworzenia biofilmu bakteryjnego na cewnikach
urologicznych. Przeprowadzono ocen¢ ianaliz¢ poréwnawcza tworzenia biofilmu przez
bakterie Staphylococcus aureus na powierzchniach: cewnika Foley’a, cewnika Foley’a
pokrytego warstwa grafenowa GNP oraz cewnika Foley’a pokrytego warstwg grafenowo —

srebrowg GNP/nAg.
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Rysunek 55. Obrazy SEM cewnika urologicznego Foleya, przy
powickszeniach od najmniejszego do najwigkszego

Skupiska bakterii

ey

500KX SignalA= D=
600k  SignelB=ESE StagemT
5 mm ESBGHd= 0OV

. s - Y
Mag= 1432KX SgnelA=iniens SamplelD =GO Mag= 2000KX SgnalA=SE2 Sample(D=0C
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WD = 47 mm ESE Grid= 1500V WO = 66mm ESBGrd= 0V

Rysunek 56. Obrazy SEM biofilmu powstatego na cewniku
urologicznym Foleya, przy powigkszeniach od najmniejszego do
najwigkszego

Powierzchni¢ kontrolng, stanowigca powierzchnie¢ odniesienia przeprowadzonych

badan, tworzyt niepokryty bakteriami ani dodatkowa warstwa cewnik urologiczny Foleya

(Rysunek 55).
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Na powierzchni cewnika przeprowadzono, zgodnie z metodologia opisang w rozdziale
4.4.3, hodowle komoérkowa bakterii gronkowca Stephylococus aureus (Rysunek 56).
Porownanie obrazéw mikroskopowych obu powierzchni pozwala zaobserwowac¢ wyrazng
strukture biofilmu wytworzong na cewniku po wysianiu na niego bakterii. Na powierzchni
cewnika widoczne sg skupiska komorek bakteryjnych osadzonych w polimerowej warstwie
EDS, otaczajacej komorki. Potwierdza to iz powierzchnia cewnika, niepokryta zadna
dodatkowa warstwa, nie jest antyseptyczna, a na jej powierzchni tworzy si¢ dojrzata struktura

biofilmu, zwigkszajaca odpornos¢ bakterii na leki.

Warstwa GNP {8 , \ 1 S e Pojedyncze
bez biofilmu S —_— B _ L skupiska
. \ U 5 & ' bakterii

Pojedyncze
bakterie

------

Rysunek 57. Obrazy SEM warstwy grafenowej na cewniku urologicznym Foleya z
wystepujgcymi pojedynczymi skupiskami bakterii

Na warstwach grafenowych osadzonych na cewniku (Rysunek 57) nie wytworzyla si¢
struktura biofilmu bakteryjnego. Chociaz na powierzchni widoczne byly zarowno skupiska
bakterii, jak i pojedyncze bakterie, nie zaobserwowano zadnych oznak poczatku tworzenia

struktury biofilmu.
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Rysunek 58. Obrazy SEM warstwy grafenowo-srebrowej na cewniku urologicznym
Foleya z wystgpujqcymi pojedynczymi bakteriami

Na powierzchni warstwy GNP/nAg takze zauwazono pojedyncze komorki bakterii,
jednak wcigz pozbawione otoczki polimerowej, ktora swiadczytaby o powstaniu biofilmu.
Bakterie pozbawione byly takze wypustek pozwalajacych na zwigkszenie ich adhezji do
podtoza.

W kilku obszarach na warstwach grafenowych i grafenowo-srebrowych widoczne byty
pojedyncze komorki bakterii lub skupiska komorek przylegajace do powierzchni. Pomimo
tygodniowego czasu trwania hodowli, nie zaobserwowano objawow produkcji biofilmu przez
te bakterie. Na podstawie obserwacji struktury stwierdzono, iz na warstwie GNP/nAg
Znajdowato si¢ znacznie mniej komorek bakteryjnych. Wskazuje to na mozliwosé
synergicznego efektu dziatania materiatu jakim jest grafen dekorowany nanoczastkami srebra
[159].

Warto réwniez zauwazy¢, ze skupiska komorek byty zwykle obserwowane w regionach
charakteryzujacych si¢ wyzsza chropowato$cia, w ktorych czastki materiatu nie byty utozone
poziomo wzgledem lezacej pod spodem powierzchni. Sposéb naktadania si¢ na siebie
niektorych platkow wskazuje, ze bakterie odnalezione w szczelinach zostaly tam uwigzione
mechanicznie.

Podsumowujac, zarowno w przypadku cewnikéw powlekanych GNP, jak i cewnikow z

warstwg GNP/nAg, hodowane bakterie gronkowca nie rozpoczgly procedury tworzenia
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biofilmu bakteryjnego. Bakterie osadzone w tych samych warunkach na cewniku, ktory nie byt
pokryty dodatkowa warstwa, wyprodukowaty dojrzatg strukture biofilmu bakteryjnego.
Osiagnicte wyniki pozwalajg stwierdzi¢, iz opracowane w pracy atramenty grafenowe
moga by¢ stosowane do wytwarzania antyseptycznych warstw m.in. na cewnikach Foleya.
Skutecznie blokuja powstawanie biofilmu bakteryjnego, mogg wigc przyczyni¢ si¢ do

zmniejszenia zagrozenia zakazeniami zwigzanymi z bakteriami gronkowca.

8.2. Stymulacja proliferacji komérek macierzystych

Grafen i nanoptatki grafenowe sa w ostatnich czasach brane pod uwagg jako materiat
uzywany do wzbogacenia rusztowan komorkowych zwigkszajacy potencjal regeneracyjny
komorek [24], [107], [155], [186], [247]. W pracy oceniono mozliwos$¢ stymulacji proliferacji
mezenchymalnych komorek macierzystych hADSC przy uzyciu opracowanego biozgodnego,
przewodzacego atramentu bazujagcego na nanoptatkach grafenowych. Metodologia
prowadzonych badan biologicznych opisana zostata w rozdziale 4.4.2.

Komorki macierzyste cieszg si¢ ostatnimi czasy ogromnym zainteresowaniem ze
wzgledu na ich potencjalne zastosowanie w medycynie regeneracyjnej i inzynierii tkankowej
[155]. Sa one zdolne do réznicowania si¢ w wiele wyspecjalizowanych typow komorek, w
zwigzku z czym moga by¢ szczegdlnie uzyteczne do regeneracji lub wymiany tkanek u
pacjentow. Przeszczepianie komoérek w podejsciu inzynierii tkankowej jest zwykle
wykonywane w polaczeniu z biomateriatem, ktory tworzy specjalistyczne rusztowanie dla
komorek. Materiat taki ma wplywacé na ich wiasciwosci biologiczne, w tym proliferacje,

réznicowanie lub stymulacje czynnikéw wzrostu.

8.2.1. Dobér pozywki hodowlanej

Hodowla komorek macierzystych wymaga zastosowania odpowiedniej pozywki
hodowlanej, stanowiacej podstawowe $rodowisko wzrostu, ktoére powinno jak najlepiej
zastegpowaé Srodowisko naturalnego wystepowania komoérek. Pozywka w hodowli
komorkowej, stanowi zrédto substancji odzywczych oraz, poprzez wlasciwy sktad, odpowiada
za zachowanie pozadanego pH komorek. Dobdr pozywki, w zaleznosci od rodzaju hodowanych
komorek oraz materialu podtozowego wykorzystywanego w hodowli, stanowi kluczowy krok
w procesie prowadzenia hodowli komorkowej [248].

Wstegpne testy przeprowadzone w pracy polegaty na mikroskopowej poklatkowe;
obserwacji (ang. Time-Lapse) hodowli komoérkowej na podtozu kontrolnym referencyjnym:
hodowlanej ptytce polistyrenowej (TCPS) oraz na warstwie grafenowej. Ich celem byla

kontrola zachowania komorek macierzystych na warstwach wykonanych przy uzyciu
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opracowanego w pracy atramentu grafenowego, dla roznych kombinacji pozywek. Rodzaje

stosowanych pozywek przedstawiono w tabeli 24.

Obserwacje komorek prowadzono, poczagwszy od momentu ich wysiania, przez 142
godziny, w celu jakosciowej analizy: adhezji, stanowiacej podstawe przezycia komorek,
zdolnos$ci do podzialdéw komorkowych, zwigzanych ze zdolno$cig do namnazania si¢ komorek,
oraz ich ruchliwo$ci. Baze¢ stanowita bezbiatkowa medium podstawowe DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium). Testowano zachowanie komorek po dodaniu do pozywki bazowe;j
surowicy bydlecej FBS (ang. fibroblast growth factor) lub czynnikéw wzrostu komoérek FGF
(ang. fibroblast growth factor). Do badan zastosowano wigc dwie kompozycje pozywek:
DMEM+FBS, DMEM+FBS+FGF.

Tabela 24. Materialy biologicznych poZywek

Material Skrot
Surowica bydlgca, serum FBS
ptodowe z cielat (ang. fetal bovine serum)
Czynniki wzrostu FGF
fibroblastow (ang. fibroblast growth factor)
. DMEM
Medium podstawowe (ang. Dulbecco’s modified Eagle’s medium)

Zdjecia z przeprowadzonych obserwacji Time Laps, widoczne sg na rysunku 59. W
pierwszym etapie na podstawie obserwacji mikroskopowej oceniono adhezje, a wigc
przyleganie komorek do warstwy podlozowej. Stwierdzono, iz we wszystkich grupach
eksperymentalnych komorki adherowaty do podtoza.

Proliferacja komorek z samg pozywka DMEM byta mato efektywna. Komorki na TCPS
oraz na GNP namnazaly si¢ znacznie wolniej, w porownaniu do komorek hodowanych przy
innych kombinacjach pozywek. Jednakze nie zaobserwowano $mierci komorek zwigzanej z
nekroza — objawiajacej si¢ pekaniem btony komorkowej. Podziaty komorkowe byty bardzo
czeste w grupach eksperymentalnych, w ktérych w pozywce zawarto FBS, zarowno w hodowli
referencyjnej jak i na materiale grafenowym.

Obecnos¢ FGF w materiale hodowlanym powodowala natomiast nieco wigksza
ruchliwos¢ komorek. W przypadku hodowli referencyjnych TCPS dodatek FGF do pozywki
powodowat takze wiekszg liczbe podziatow, jednak efekt ten nie byt jednoznacznie widoczny
w przypadku hodowli na warstwie grafenowej. Podsumowanie wynikéw obserwacji

przedstawiono schematycznie na rysunku 60.

140



yomdzod 15vurquioy louzo. n1odzn Azid yoduvmopoy a1uafv.13
pu Y24uozpyso yYoA1sAz12190u ¥2.10u0y PIUDMOYIVZ SAT il ] 1/>vM425q0 z 03aup1a1ms ndoqsoniw z Azeaqo '6S YaunsAy

194+584 +IN3NQ

S84+N3NQ

141



9 Adhezja Podzialy Zwie¢kszona
komoérkowe ruchliwos¢
DMEM
GNP @
Adhezja Podzialy Zwigkszona
komoérkowe ruchliwos¢
‘\‘_/I ‘\_/’ 0
Adhezja Podzialy Zwiekszona
komorkowe ruchliwos¢

Rysunek 60. Podsumowanie kontroli zachowania komorek hodowanych na

materiale grafenowym przy roznej kombinacji pozywek hodowlanych

Ostatecznie do aplikacji grafenowego, biozgodnego atramentu do stymulacji
proliferacji komorek macierzystych hADSC zastosowano DMEM + FBS + FGF wraz z
dodatkiem aminokwasu w postaci L-glutaminy i antybiotyku antymikotycznego, dobranych

na podstawie wczesniejszych badan, gwarantujacych wlasciwy rozwoj komorek.

8.2.2. Ocena zdolnoSci stymulacji proliferacji komérek macierzystych materialem
grafenowym

Ocena stymulacji wzrostu i podziatow komorek macierzystych hADSC przy uzyciu
opracowanego w pracy atramentu grafenowego odbywata si¢ na podstawie Testu Alamar Blue,
opisanego doktadnie w rozdziale 4.4.2. Zbadano liczebno$¢ komorek po 4 dniach hodowli na
réznych podlozach zawierajacych: 1) nos$nik (PEG1500), 2) nos$nik z trzeba réznymi
surfaktantami: C, D2, D3 oraz 3) kompletny atrament sktadajacy si¢ z GNP zawieszonych w
nos$niku wraz z surfaktantami. Wyniki przedstawiono na rysunku 61.

Na podstawie mikroskopowej obserwacji stwierdzono, iz komorki macierzyste na
wszystkich testowanych pokryciach przylegaly do podtoza oraz posiadaly prawidtowsg
morfologie. Nie zaobserwowano réznic zwigzanych z zastosowanym materiatlem podtozowym,

jakim byty standardowo stosowane TCPS lub warstwa grafenowa.
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Rysunek 61. Wyniki badania zdolnosci proliferacji komorek macierzystych przy
uzyciu atramentow grafenowych. Linia czarna oznacza bazowq liczbe komorek
hodowli referencyjnej (100%,) wysiang na poczqtku hodowli, linia czerwona
oznacza liczebnos¢ komorek, dla ktorej uznaje sie iz nastgpita proliferacja

Procent zywych komorek zliczonych na podlozu referencyjnym po 4 dniach hodowli,
0znaczono na rysunku 61 czarng przerywang linig (100%). Jest to linia odniesienia, wzgledem
ktorej obserwowano $mier¢ lub zwigkszony przyrost komorek na pozostatych podtozach,
nazywany zywotnoscig. Linig czerwona oznaczono liczbe komorek, przy ktérej nastgpita
proliferacja.

Materiat no$nika PEG1500, tak jak opisano w rozdziale 5.3, charakteryzowata
cytozgodnos¢ wzgledem komorek macierzystych hADSC. Procent zywych komorek
zliczonych na podtozu PEG wynosit 95%, to tylko 0 5% mniej od podtoza referencyjnego.
Warstwa wykonana z kompozycji nos$nik + surfaktant, bez materiatu grafenowego pozwalata
na uzyskanie zywotnosci komorek w zakresie 80-105%, w zaleznosci od zastosowanego
surfaktantu. Najbardziej cytozgodny okazat sie surfactant C. Zywotno$é komoérek na warstwie
wykonanej przy uzyciu opracowanego w pracy atramentu, zawierajagcego GNP zawieszone w
nosniku, z dodatkiem surfaktantow byta znacznie wyzsza niz dla hodowli referencyjnej TCPS,
wynosita od 111% do 127%. Jak mozna zaobserwowaé, surfaktanty zwigszyly wiec
cytozgodnos¢ warstw GNP. Komorki macierzyste na warstwie grafenowej z dodatkiem

surfaktantu C zwiekszyly swoja liczebnos¢ o prawie 30 %. Widoczny wzrost zywotnosSci
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zwigzany byt z poprawa jednorodnosci warstwy uzyskanej przy zastosowaniu atramentow Z
surfaktantem.

Podsumowujac, w wykonanych badaniach udato si¢ skomponowaé grafenowe
materiaty heterofazowe, ktore nie tylko nie byty toksyczne wzgledem komorek macierzystych,
ale co wiecej, powodowaty ich proliferacje. Na podstawie badan, mozna stwierdzi¢ iz warstwa
otrzymana z atramentu bazujacego na GNP zawieszonych w PEG1500 z dodatkiem surfaktantu

C, moze mie¢ zastosowanie w aplikacjach zwigzanych z komorkami macierzystymi.

Opracowany w pracy biozgodny grafenowy atrament moze znalez¢é zastosowanie W
inzynierii tkankowej do stymulacji wzrostu komorek. Technologie druku strumieniowego lub
powlekania natryskowego pozwalajg na powlekanie warstwg grafenowag warstw oraz
scaffoldow komoérkowych. Przeprowadzone badania maja charakter wstgpny, niezbedne jest
ich powtorzenie oraz rozszerzenie. Opisana w rozdziale 7.2.3 przewodnos¢ pradowa
opracowanych w pracy warstw moze zosta¢ dodatkowo wykorzystana do pradowej stymulacji

komorek na warstwach grafenowych.

Celowe jest wiec przetestowanie wptywu impulsow pradowych komorek osadzonych
na warstwach grafenowych. Wyniki literaturowe wskazuja, i1z stymulacja komorek
macierzystych pradem moze bowiem w znaczny sposob wptywac na ich proliferacje. W
polaczeniu z wzmagajacym proliferacj¢ dziataniem grafenu, mozna uzyska¢ podwdjny efekt
stymulacji i znaczny wzrost podzialow komoérkowych. W zwiazku z tym podkresli¢ nalezy

uniwersalnos¢ opracowanego biozgodnego atramentu grafenowego.

8.3. Zastosowanie przewodzacych warstw grafenowych do elektrostymulacji komérek
ludzkich
Stymulacja przy zastosowaniu stalego lub zmiennego pola elektrycznego, zwana
elektrostymulacja, umozliwia wplywanie na zachowanie komodrek iich aktywnosci
fizjologiczne. Ostatnie badania wykazaty, ze ma ona ogromne znaczenie w Sterowaniu
procesami takimi jak: proliferacja, roznicowanie, migracje, adhezja, metabolizm czy produkcja
czynnikow wzrostu [249]-[254] iwplywa na zachowania roéznych typow komorek,
zwierzecych 1 ludzkich: nerwowych [185], [252], [255], [256], osteoblastow i prosteoblastow
[253], [257]-{260], fibroblastow [257], [261], [262], kardiomiocytow [263], mioblastow [254]
oraz komoérek macierzystych: z tkanki thuszczowej [249], [264], [265], embrionalnych [250], z
miazgi zebowej [251], nerwowych [76], [266] oraz ze szpiku kostnego [265], [267].
Dzi¢gki temu elektrostymulacja moze znalez¢ szerokie zastosowanie w medycynie
I inzynierii tkankowej, m. in. do regeneracji tkanek: skory, migsni, nerwow oraz kosci [185],
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[249]-[251], [253]. Ze wzgledu na to, iz pole elektryczne moze potencjalnie wspomagac
synaptogenez¢ 1 regeneracje nerwOw jego zastosowanie jest takze obiecujgca metoda w
terapiach choréb neurologicznych mozliwag do zastosowania przy stosowaniu protez
nerwowych [252], [255]. Elektrostymulacja wykazata takze pozytywne wyniki w leczeniu
zarowno ztaman kosci, jak i urazéw tkanek migkkich: przyspiesza zrost tkanki kostnej oraz
skraca czas gojenia si¢ rany, dziata przeciwbdlowo w miejscu urazu, zmniejsza odczyn zapalny,
ma dziatanie hamujgce rozwdj drobnoustrojow [255], [258], [259] . W zwiazku z tym jest takze
jednym z potencjalnych rozwigzan przyspieszajacych czas osteointegracji implantu z koscig
cztowieka [257].

Ze wzgledu na sposob dzialania pola elektrycznego rozrézni¢ mozna trzy rodzaje
elektrostymulacji komorek, schematycznie przedstawione na rysunku 62, metoda bezposrednia,

posrednig pojemnosciowa lub posrednig indukcyjng [259].

a) Prad ptynie bezposrednio w b) Pole elektryczne przenika ) W warstwie przewodzacej
dotku hodowlanym  _ komorki indukuje sie prad.
| |
- A4 AR
- —
/ - I T

Dotek hodowl
otek hodowlany / / Warstwa przewodzaca

Elektrody podfagczone do pradu

—

Strzatki czarne - rozkfad pola elektrycznego

T~ Strzatki czerwone — rozktad pola magnetycznego

Rysunek 62. Rodzaje elektrostymulacji komorek a) metoda bezposrednia b) metoda
posrednia pojemnosciowa c) metoda posrednia indukcyjna

Pierwsza, najprostszg i najbardziej popularng, stosowang w wielu badaniach metodg jest
stymulacja bezposrednia. W tym uktadzie, w dotku ptytki hodowlanej, wraz z wysianymi
komorkami i pozywka, znajduja sa tez dwie, rownolegle wzgledem siebie, podtaczone do pradu
elektrody. Powoduja one bezposredni przeptyw pradu w dotku a kierunek wytwarzanego pola
elektrycznego jest rownolegly do powierzchni probki [261]. W sytuacji, gdy komorki osadzone
sg na podtozu przewodzacym prad, do ktérego podtaczone sg elektrody, mowimy o metodzie

bezposredniej powierzchniowej. Elektryczne przewody indukuja elektryczny prad boczny,
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ptynacy nastepnie w obrebie catego substratu, wptywajac na osadzone tam komorki. Przyktad
takiego uktadu opisany zostal miedzy innymi w badaniach N. Kam i innych [255], [262], [266].

W wielu przypadkach dziatanie na komoérki poprzez prad zadany bezposrednio moze
spowodowac ich uszkodzenie [252]. Aby tego unikngé mozliwe jest zastosowanie jednej z
posrednich metod stymulacji. Stymulacja posrednia to bezkontaktowe oddzialywanie na
hodowl¢ komoérkowa przy uzyciu pola elektromagnetycznego, bez zadawania pradu wprost do
komorek. W tym wypadku, zar6wno w metodzie pojemnosciowe;j, jak i w indukcyjnej komorki
pobudzane sg polem elektrycznym. Podtaczone do pradu elektrody umieszczone sg pod
podtozem. Dzigki temu oddzielone sg od komoérek nieprzewodzaca warstwa ptytki hodowlane;.
W metodzie pojemnosciowej pole elektryczne przenika przez ptytke hodowlang oraz komorki,
a nastgpnie zanika [252]. Natomiast w przypadku metody indukcyjnej, pole
elektromagnetyczne przenika przez izolujacy materiat podtoza hodowlanego i indukuje prad w
przewodzacej warstwie, na ktorej osadzone sg stymulowane komork. Chociaz obie opisane
wyzej, bezkontaktowe metody s3 znacznie bezpieczniejsze dla komoérek od metody
bezposredniej, ze wzgledu na stopien skomplikowania stanowiska, sg takze znacznie rzadziej
wykorzystywane.

Wybdr metody elektrostymulacji wigze si¢ tez z koniecznoscig doboru odpowiednich
parametrow procesu. Skutecznos$¢ metody zaleze¢ moze od czynnikow takich jak: material a
uzytego w hodowli podioza, parametrow pradowych (amplitudy, czestotliwosci impulsow,
szeroko$ci impulsu) oraz czasu trwania stymulacji (dlugosci serii impulséw i przerwy
pomiedzy seriami, ilosci serii) [261]. Warunki musza by¢ odpowiednio dobrane do potrzeb
stymulowanych komorek. Jest to bardzo trudne, tym bardziej, iz czasem nawet rozne komorki
tej samej tkanki (np. osteoblasty i osteoklasty) [261] lub te same komoérki r6znego pochodzenia
(np. mezenchymalne komorki macierzyste szpiku kostnego i z tkanki ttuszczowej) [265] przy
tych samych parametrach pradowych moga wykazywac r6zne zachowanie.

Materiaty grafenowe okreslone zostaty jako podtoza do hodowli komoérkowych,
wzmagajace proliferacje lub roznicowanie komorek. Wykorzystanie na raz dwoch bodzcow:
stymulacji materiatem podlozowym oraz polem elektrycznym moze da¢ synergiczny efekt w
kontekscie skutecznosci wynikow stymulacji. Chociaz materiaty grafenowe, takie jak
nanoptatki grafenowe, sa biokompatybilne oraz moga wptywa¢ na zachowanie komorek, co
wiecej posiadajg unikalne wiasciwosci elektryczne (opisane w rozdziale 2.1.1), to analiza
literaturowa wskazuje, iz pragdowa stymulacja komorek, hodowanych na tym materiale, nie

zostata jeszcze szczegdlowo przebadana.
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Jedng z pierwszych grafenowych elektrod w zastosowaniu do stymulacji pradowe;j
szczurzych komorek nerwowych PC-12 przedstawili Sherell et al. [256] Wykazali oni, ze
elektryczna stymulacja pradem zmiennym w znaczny sposob wplywa na roznicowanie
komorek osadzonych na monowarstwie grafenu. Balikov et al. w 2016 roku osadzit na,
uzyskanej metodg CVD, monowarstwie grafenowej, mezynchemalne komorki macierzyste ze
szpiku kostnego. Badania wykazaly ich zwigkszong osteointegracje [267]. Efektywne
roznicowanie uzyskali oni zaré6wno na warstwach, jak ina zaprojektowanych wzorach
grafenowych. Kim et al. natomiast udowodnit, ze tlenek grafenu utozony we wzory wptywa na
osteogenne i neurogenne roznicowanie komorek macierzystych ADSC. Proces ten byt zalezny
od utozenia rzedow i kolumn wzoru grafenowego [268].

Analiza literaturowa zwigzana ze stymulacja pradowa wykonywang na materiatach
grafenowych, wykazuje jej wpltyw na proliferacj¢ lub réznicowanie komorek. W zwigzku z
tym, celem w pracy byta ocena elektrostymulacji komoérek na warstwach wytworzonych przy
uzyciu opracowanych biozgodnych, przewodzacych, bazujgcych na nanoptatkach grafenowych

atramentow.

8.3.1. Model procesu posredniej, indukcyjnej metody elektrostymulacji

Aby unikna¢ ryzyka zwigzanego z niszczeniem komorek, ktore moze mie¢ miejsce w
bezposredniej technice elektrostymulacji, do oceny uzytecznos$ci opracowanych warstw
grafenowych w pradowej stymulacji wykorzystano metode posrednig, indukcyjna.

Badania numeryczne przeprowadzono w celu oceny mozliwosci wykorzystania
posredniej metody indukcyjnej w elektrostymulacji na opracowanych warstwach grafenowych.
Glownym zadaniem bylo oszacowanie wystepujacych wartosci natezenia pola elektrycznego w
otoczeniu cienkowarstwowe] powierzchni przewodzacej, wykonanej z atramentu na bazie
grafenu. W odpowiedzi poszukiwano warto$ci modutu wektora nate¢zenia pola elektrycznego
oraz warto$ci modutu indukowanych pragdow wirowych. Parametrami zadanymi byta wartos¢
napiecia przylozonego do elektrod wymuszajacych oraz czestotliwos¢ jego zmian. Badania
numeryczne wykonano dla dwdch rodzajow elektrod: grzebieniowych lub pierscieniowych, bez
galwanicznego potaczenia. Rozwazany model uwzglednial umieszczong na nieprzewodzacym
materiale ptytki hodowlanej, o grubosci od 1 mm do 2 mm, cienkowarstwowa, przewodzaca,
grafenowg warstwe, ktora byta rownolegla do ptaszczyzn elektrod. Model przygotowano dla
czestotliwo$ci wymuszajacych mieszczacych si¢ w zakresiel0 - 5000 Hz.

W obszarach nieprzewodzacych zadeklarowano réwnania pola elektromagnetycznego,
zgodne z prawem Amphere’a (8), w ktorym H oznacza wektor natezenia pola magnetycznego

a J wektor gestosci pradu, bedacego sumag gestosci pradu przewodzenia (w obszarach
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nieprzewodzacych y=0) oraz pradu przesuni¢cia (9). Zwiagzek pomiedzy wektorowym
potencjatem magnetycznym A a wektorem indukcji magnetycznej B oraz wektorem nat¢zenia

pola elektrycznego E okreslajg zaleznosci odpowiednio rownania (10) i (11).

VXH=] (8)

] =yE + jweE 9)
B=VxA (10)
E=jwA (11)

Powyzsze roOwnania przedstawiono w dziedzinie zespolonej dla modelu rownan pola

harmonicznego o pulsacji , j — oznacza jednostke urojong (j?=-1).

Na rysunku 63 przedstawiono geometri¢ dla modelu numerycznego uktadu
wykorzystujacego elektrody grzebieniowe. W modelu wprowadzono jeden wolumen otoczenia,
w ktorym zalozono rownania pola elektromagnetycznego (8) z symulacjg warunkow

nieskonczono$ci na brzegach obszaru.

Rysunek 63. Geometria modelu numerycznego uktadu elektrod grzebieniowych: kolor
zielony — obszar imitujgcy nieskornczonosé, kolor pomaranczowy — obszar konduktywnych
elektrod grzebieniowych, kolor czarny — obszar konduktywny warstwy przewodzgcej
grafenowej

Analiza pierwszych wynikéw (Rysunek 64) pozwolita na sformutowanie wniosku, ze
dla wymuszenia napigciowego U=10V, przytozonego na krawe¢dziach elektrod, w zakresie
czestotliwosci f od 100 Hz do 5 Hz, mozna zaobserwowaé zmiany natgzenia pola elektrycznego
w otoczeniu elektrod grzebieniowych od wartosci 0 do 2 kVm™. Przedstawione na rysunku 65
powierzchnie ekwipotencjalne wykazuja, ze w usrednionym otoczeniu 2,5 mm od powierzchni

elektrod, zaobserwowa¢ mozna natezenie pola elektrycznego 200 Vm™. Zgodnie z
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przewidywaniami, warto$¢ ta maleje w funkcji bezwzglednej odlegtosci od powierzchni

elektrod.

R

Rysunek 64. Rozktad modutu wektora natezenia pola elektrycznego na powierzchniach
prostopadtych stanowigcych przeciecie przestrzeni analizowanego obszaru

0.0

Rysunek 65. Powierzchnie ekWipOteanaIn'e wektora natezenia pola elektrycznego

Rysunki umieszczone w tabelach 25 oraz 26 przedstawiajg obszar ograniczony
powierzchniami ekwipotencjalnymi dla wybranych czgstotliwosci, prezentujac rozktad
natezenia pola elektrycznego oraz gestosci pradow indukowanych na modelowanych

powierzchniach.
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Tabela 25. Rozktad natezenia pola elektrycznego na powierzchniach przewodzqgcych przy
napieciu U=10V oraz réznych czestotliwosciach wymuszajgcych

f [kHZz] Rozklad natezenia pola elektrycznego [Vm™]

0,01

0,1

10 10
10 -

0,5
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Na podstawie przedstawionych wynikéw stwierdzono, ze na powierzchni warstwy
weglowej, natezenie pola elektrycznego nie przekracza lokalnie 160 Vm™ (dla 5 kHz), przy
warto$ci minimalnej 20 Vm™ (dla 100 Hz). Wobec przedstawionych wynikow nalezy takze
stwierdzi¢, ze wraz ze wzrostem czgstotliwosci, wzrastaja prady przesunigcia, ktorych
wynikiem jest silniejsze pole elektryczne na modelowanej powierzchni oraz wzrost gestosci

pradu przewodzenia.
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Tabela 26. Rozktad gestosci prgdow indukowanych na powierzchniach przewodzgcych przy
napigeciu wymuszajgcym 10V oraz roznych czestotliwosciach wymuszajgcych

f [kHZz] Rozklad gestosci pradow indukowanych na powierzchniach
przewodzacych [A/m~?]
0,01
0,1 SR
B
015 JO.S
s
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x108

16

Przy czestotliwosci pola wymuszajacego mniejszej lub rownej 100 Hz nie zauwaza si¢
przeptywu pradéw indukowanych. Pojawiaja si¢ one przy czestotliwosci 500 Hz a warto$¢
modutu pradow indukowanych zawiera sie w zakresie 0,2 - 0,5 Am™. Przy czestotliwosci 1 kHz
mozna zaobserwowac lokalne obszary ktorych warto$¢ modutu pradéw indukowanych wynosi
0,8 AmZaprzy 5 kHz — 1,2 Am?.

W celu opracowania wzoru elektrod, zapewniajgcych indukowanie si¢ w warstwie
przewodzacej pradoéw lokalnych, wykonano takze obliczenia dla uktadu, ktérego geometria
uwzglednia zastosowanie elektrod pierScieniowych (rysunek 66). Uzyskane, przy
czestotliwosciach wymuszajacych 0,1, 1 oraz 5 kHz, wyniki obrazujace rozktad natgzenia pola
elektrycznego oraz rozktad gestosci pradow indukowanych w tym uktadzie przedstawiono w
tabeli 27.
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Rysunek 66. Geometria modelu numcznego uktadu elektrod pierscieniowych: kolor

zielony — obszar imitujgcy nieskorniczonosé, kolor pomaranczowy — obszar konduktywnych

elektrod grzebieniowych, kolor czarny — obszar konduktywny warstwy przewodzgcej

grafenowej

Tabela 27. Rozktad natezenia pola elektrycznego oraz rozktad gestosci pradow indukowanych

na powierzchni przewodzqcej przy napieciu wymuszajgcym 10V oraz roznych

czestotliwosciach wymuszajgcych

f Rozklad nate¢zenia pola elektrycznego Rozklad gestosci pradow
[kHz] [Vm] indukowanych [A/m~]
011 2ppvoltage(4)=10 freal3)=100 2 Volume: Electri field norm (vim) » AppVoitage{4)=10 fraq(3}=100 Kz Vokime: Current densey norm (AT) e

AppVoltage(4)=10 freq(5)=1000 Hz Volume: Electric field norm (v/m)

200

180

AppVoltage(4)=10 freq(6)=1000 Hz Volume: Current density norm (Afm?)
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Przy czestotliwosciach wymuszajacych nizszych niz 5 kHz rozktad pola elektrycznego
w modelowanym obszarze dotka hodowlanego jest nierownomierny. Wystepuja lokalnie
nateZenia pola o wartosci od 80 do 200 Vm™, jednak wystepuja takze obszary gdzie warto$é
natezenia pola réwna jest 0 Vm™. Przy 5 kHz natezenie pola elektrycznego wynosi na
wigkszosci powierzchni okoto 200 Vm™. Jednakze przy zadnym ze zbadanych parametrow
wymuszajacych w warstwie przewodzacej nie zaobserwowano pradéow indukowanych.

Wyniki uzyskane w modelu, wskazujg, iz w ukladzie zawierajacym elektrody
grzebieniowe, w przeciwienstwie do uktadu z elektrodami pier$cieniowymi, uzyska¢ mozna
prady indukujace si¢ w przewodzacej warstwie grafenowej, na ktorej osadzane beda komorki.
W zwiazku z tym, opierajac si¢ na wynikach modelu zatozono, iz zbudowany w pracy uktad
do elektrostymulacji komorek sktadaé si¢ bedzie z elektrod grzebieniowych, a wstepnie
dobrane parametry wynosi¢ beda: amplituda napiecia U=10V, czestotliwo$¢ wymuszajgca: f=1

kHz, prad sinusoidalny, zmienny.

8.3.2. Stanowisko do elektrostymulacji komérek

Pierwsza cze$cig zbudowanego w pracy stanowiska do elektrostymulacji jest uktad,
poditgczanych do generatora pradu zmiennego, elektrod grzebieniowych wytrawionych na
miedzianej ptytce (Rysunek 67). Wzor elektrod jest dopasowany ksztattem do 6-cio dotkowej
ptytki hodowlanej.
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Ptytka z elektrodami Ptytka hodowlana z
grzebieniowymi przewodzaca warstwa grafenu

Rysunek 67. Uktad elektrod grzebieniowych wraz z 6-cio dotkowq plytkq hodowlang

Druga cze$¢ stanowiska obejmuje generator funkcyjny pradu zmiennego firmy
Tektronix AFG1062, wraz z oscyloskopem Tektronix TBS 2000 Series, ktory umozliwia

obserwacj¢ zadawanego sygnatu napigciowego (Rysunek 68).

Generator
funkcyjny

Uklad
elektrod

Rysunek 68. Stanowisko do elektrostymulacji komorek

Ptytka hodowlana z dotkami pokrytymi przewodzaca warstwg grafenowa wraz z

wysianymi komorkami umieszczona zostala w zapewniajacym jej stabilno$¢ uchwycie. Pola
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kontaktowe elektrod podtaczone zostaty do generatora funkcyjnego. Nastgpnie uktad elektrod
wraz z plytka iwysianymi na niej komoérkami umieszczone zostaly w laboratorium
biologicznym, w inkubatorze komoérkowym firmy Sanyo, zapewniajacym hodowlom

komorkowym wiasciwe warunki tj. 37°C z atmosferg 5%CO2 (Rysunek 69).

Inkubator do
hodowli
komoérkowych

Rysunek 69. Stanowisko do elektrostymulacji umieszczone w laboratorium biologicznym

8.3.3. Wyniki elektrostymulacji komorek nerwowych

Efektywnos¢ elektrostymulacji komoérek osadzonych na warstwie grafenowej,
stymulowanych pradowo przy uzyciu zbudowanego stanowiska, oceniano na podstawie
obserwacji z zastosowaniem skaningowego mikroskopu elektronowego. Macierzyste komorki
neuralne hodowane byty 7 dni, stymulacje rozpoczynano po 24 godzinach od wysiania hodowli.
Zdjecia przedstawione w tabeli 28 prezentujg zaré6wno komorki stymulowane pradowo na
warstwie grafenowej, jak i komodrki osadzone na warstwie grafenowej niestymulowane,

pochodzace z hodowli kontrolnej.
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Tabela 28. Obrazy z mikroskopu SEM przedstawiajgce komérki 0sadzone na warstwie
grafenowej. Zdjecia prezentujq wyniki dla komorek stymulowanych prqdowo oraz
pochodzgcych z niestymulowanej hodowli kontrolnej..

ESBGrdis= DV WD= 3§mm Signal B=HE-SE2  Time :12:21:44

ESBGrdis= DV WD= 36mm Signal B=HE-SE2  Time :11:43:19
i File Name = wpolu_37 i

EHT = 5.00kV Mag= 1.00KX Signal A=Inlens  Date 22 Mar 2019 ﬁ
Fila Nama = eontrol_{ 1.67

7 & 5 Z Jd
EHT = 5.00kV Mag= 100 KX Signal A=Inlens  Date 22 Mar 2019 ﬁ

ESBGrdis= 0V WD= 35mm Signal B=HE-SE2  Time :12:22:11
Fils Nama = wpolu_38.tif

ESBGrdis= 0V WD= 36mm Signal B=HE-SE2  Time :11:65:30

EHT = 500KV Mag= 2E0KX Signal Lans  Date 22 Mar 2015 ﬁ
Fils Nama = control_24

2 - pl wEV % 3 &
EHT = 500KV Mag= 280KX Signal A = InLan: Date 22 Mar 2018 ﬁ

ESBGrdis= OV WD= 36mm Signal B = HE-SE2  Time :11:50:31

EHT = 5.00kV Mag= 5.00KX ignal A=lnlens  Date :22 Mar 2018 ﬁ
File Name = control_{

EHT = 5.00kV Meg= S00KX  Signal Lens  Date :22 Mar 2019
ESBGrdis= DV WD= 53mm Signal B=HE-SE2  Time 12:14:59
24.4F

File Name = wpolu_241

EHT = 5.00kV Mag= 1000KX  SignalA=Inlens  pate 22 Mar 2018
ESBGrdis= 0V WD= 35mm Signal B =HE-SE2  Time :11:37:16

EHT = 5.00kV Mag= 1000KX  SignalA=inlens  pate 22 Mar 2018 w
Fila Name = control_{i4 67

ESBGrdis= 0V WD= 3.9mm Signal B =HE-SE2  Time :12:00:49
File Name = wpolu_04.tf
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Na zdjeciach SEM wykonanych przy najmniejszych powigkszeniach, wynoszacych
1000x zaobserwowano, iz elektrostymulacja zwigkszyta liczbe prawidtowo rozplaszczonych
komorek. Powickszenie 2500x pozwala zauwazy¢ ponadto jak bardzo rozwinigta jest w tym
wypadku sie¢, wytworzona poprzez wypustki owych komorek. Podobne wnioski wyciggngé
mozna na podstawie zdje¢ o powiekszeniu 5000x. Komorki z hodowli kontrolnej adherujg w
sposob prawidlowy do podioza, rozplaszczaja si¢ 1 wypuszczaja wypustki. Jednakze po
zastosowaniu pradu widoczna jest wigksza liczba. Ponadto wypuszczaja one w tym wypadku
obserowalne na powiekszeniach 10000x wypustki, ktore, w wypadku neuronow, tworza zalgzki

dendrytéw oraz aksonow.

Na podstawie obserwacji mikroskopowej stwierdzi¢ mozna, iz widoczny jest wyrazny
wptyw elektrostymulacji na zachowanie macierzystych komorek neuralnych osadzonych na
warstwie grafenowej. Komorki te nie tylko duzo szybciej namnazajg sig, ale takze tworza liczne

cylindryczne wypustki cytoplazmatyczne, stanowigce przedtuzenie ciata komorki nerwowe;.

8.4. Pokrywanie implantow - scaffoldow

Opracowane materialy grafenowe, ze wzglgdu na biokompatybilno$¢, antyseptycznosé
oraz zdolno$¢ do stymulacji proliferacji komorek, a takze przewodno$¢ warstw z nich
wytwarzanych moga znalez¢é szerokie zastosowanie przy wytwarzaniu réznego rodzaju
implantow. Bezkontaktowe techniki elektroniki drukowanej, takie jak druk strumieniowy lub
powlekanie natryskowe umozliwiajg bowiem nanoszenie materiatow grafenowych, w postaci
kompozytow heterofazowych na implanty o r6znych ksztattach. Uzycie tych metod pozwala
jednak nie tylko na nanoszenie powtoki z ptatkow grafenowych, charakteryzujacej si¢ wysoka
adhezja do powierzchnie implantu, ale takze umieszczanie ptatkow w $rodku porowatej
struktury implantu. Jest to znaczna zaleta metod elektroniki drukowanej, poniewaz
umieszczenie biozgodnego materialu w §rodku skafoldéw jest bardzo trudne do osiagnigcia
innymi technikami.

W pracy zademonstrowano zastosowanie grafenowych, przewodzacych atramentoéw do
pokrywania tytanowych, porowatych implantow zwierzgcych wytwarzanych metoda druku 3D
przez firm¢ MaterialsCare w Warszawie. Badane probki implantow, przedstawione na
rysunku 70 majg rozrdznialne dwie czeSci roznigce si¢ wielko$cig porow: cze$¢ srodkowa oraz

zewngetrzna.

159



Megnfication X201

Rysunek 70. Probki tytanowych, porowatych implntéw zwierzecych.

Implanty pokryto warstwa grafenowa uzywajac techniki powlekania natryskowego.
Wstepne okreslenie przydatnosci metody do powlekania porowatych struktur skafoldow
warstwg grafenowa, jak rOwniez umieszczania ptatkow grafenowych wewnatrz nich, wykonano
za pomocg Obserwacji przy uzyciu mikroskopu $wietlnego , opisanego szczegdtowo w
rozdziale 4.3.2. Powickszenia obrazujace strukture implantow, zarowno bez warstwy

grafenowej oraz po powlekaniu atramentem GNP, pokazano w tabeli 29.

160



Tabela 29. Obrazy przedstawiajgce strukture porowatych skafoldéw - przed oraz po
powlekaniu warstwg grafenowq

Scaffold powleczony warstwa GNP

— Cz. srodkowa

—Cz. zewngtrzna

Ro6znica w

barwie

Réznica w

barwie

Cz. zewngtrzna
- widoczne
ptatki grafenu

Cz. srodkowa
- widoczne
ptatki grafenu
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Na podstawie obserwacji mikroskopowej zauwazono, iz scaffoldy powleczone GNP
majg inng, ciemniejszg barwe. Wynika to z osadzania czastek grafenu na ich powierzchni. Przy
dwustukrotnym powigkszeniu, na czeSci zewnetrzne] implantu dostrzec mozna ptatki
grafenowe w postaci warstwy. Pojedyncze ptatki grafenowe sg rowniez zauwazalne wewnatrz

struktury, przede wszystkim w cze$ci sSrodkowe;.

Wykonanie testow adhezyjnych implantow powleczonych warstwg grafenowa, ktorych
wyniki znajdujg si¢ w rozdziale 7.2.1, umozliwito zbadanie skuteczno$ci wypetiania poréw
implantow ptatkami grafenowymi. Przede wszystkim wykorzystano w tym celu metodg scotch
tape test opisang w rozdziale 4.3.3, ktora potwierdzita wysoka adhezyjno$¢ warstwy grafenowej
do tytanowych implantow. Drugi z testow polegal na zalaniu pokrytego warstwa grafenowsg
implantu roztworem soli fizjologicznej. Badanie to pozwolilo stwierdzi¢, ze nanoczastki

grafenowe nie sg wyptukiwane z porow.

Na podstawie obserwacji stwierdzono, ze metoda druku strumieniowego oraz uzycie
opracowanego, grafenowego, atramentu pozwala na pokrywanie implantow — zaréwno w
$rodku, jak i na zewnatrz biozgodnym materiatem grafenowym. Wytwarzane pokrycie cechuje
dobra adhezja. Scaffoldy takie wszczepiane zwierzetom jako implanty przyspieszaja
przylaczanie kosci, zabezpieczajac jednocze$nie przed zakazeniami. Jednakze takie
zastosowanie implantéw z opracowang warstwg grafenowg wymaga przeprowadzenia dalszych

badan naukowych.
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9. Podsumowanie i wnioskKi

W pracy zawarto wyniki badan, ktore umozliwily opracowanie kompozycji oraz
technologii ~ wytwarzania  biozgodnego, przewodzgcego atramentu  grafenowego
wykorzystywanego do wytwarzania warstw, powlok iwzorow technikami elektroniki
drukowanej: drukiem strumieniowym oraz powlekaniem natryskowym, do zastosowan w
biomedycynie. Szczegotowo scharakteryzowano wilasciwosci zard6wno materiatow
komponentow, jak | opracowanych atramentow oraz wytworzonych przy ich uzyciu warstw.

Szereg przeprowadzonych fizyko-chemicznych oraz biologicznych badan pozwolit
potwierdzi¢, iz wytwarzane atramenty spetniajg wymagania stawiane przed dwie odmienne
dziedziny nauki: wymagania biologiczne itechniczne. Przede wszystkim charakteryzuje je
jednorodnos$¢ i stabilno$¢, umozliwiajace wykorzystanie ich w technikach elektroniki
drukowanej. Ponadto, kompleksowe testy reologiczne wykazaly, iz sg to materialy cechujace
si¢ rozrzedzaniem $cinaniem, o lepkosci mieszczacej si¢ w zakresie 0,7-2 mPas, dedykowanym
technikom druku strumieniowego i powlekania natryskowego.

Wykazano takze, iz opracowane atramenty sg cytozgodne wzgledem szeregu komorek:
thuszczowych mezenchymalnych komoérek macierzystych ADSC, ludzkich fibroblastéw oraz
komorek nerwowych. Cytozgodnos$¢ wzgledem wielu réznych, zdrowych komoérek ludzkich
potwierdzita, iz atramenty te sg biozgodne. Dodatkowo badania, przeprowadzone nad
drukowanymi przy uzyciu opracowanych atramentow grafenowych warstw, wykazaty iz
skutecznie blokuja one powstawanie biofilmu bakteryjnego. Wyjasniono mechanizm
blokowania rozwoju biofilmu na warstwach grafenowych. W pracy potwierdzono takze ich
antyseptycznosc.

Nalezy bowiem podkresli¢, ze przewodzace warstwy grafenowe, chociaz szkodliwe
wzgledem bakterii, czesto nie sg toksyczne wzgledem komorek ludzkich. Jest to zwigzane z
réznicami w budowie obu rodzajéw komorek. Bakterie, jako organizmy nie posiadajace jadra
komorkowego przekazuja wolne elektrony z wnetrza, poprzez mostek grafenowy co wywotuje
stres oksydacyjny i ich obumieranie. Natomiast komorki ludzkie, jako organizmy posiadajace
jadro komorkowe, nie sa narazone na oddzialywania zwigzane z wolnymi elektronami
I przewodnoscig materiatow grafenowych w warstwie [102].

Opracowana oryginalna technologia wytwarzania atramentow bazujacych na
nanoptatkach grafenowych pozwala takze na sterowanie wiasciwosciami elektrycznymi
wytwarzanych warstw, zaleznymi od ilo$ci powtdrzen procesu drukarskiego. Uzyskane

wlasciwosci przewodnictwa warstw w zakresie: 90-100 kQ dla $ciezek wydrukowanych
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technologia druku strumieniowego oraz 600-800 Q dla warstw uzyskanych technika
powlekania natryskowego, pozwala na wykorzystanie ich m.in. do stymulacji pradowe;j
komorek, ktora w znaczacy sposob przyczynia si¢ do wzrostu i proliferacji. Opisana w pracy
elektrostymulacja macierzystych komoérek neuralnych, poskutkowata nie tylko wzrostem liczby
komorek, ale takze wytworzeniem przez te komoérki znacznej liczby cylindrycznych wypustek

cytoplazmatycznych — dendrytow i aksonow.
Na podstawie badan i modeli wykonanych w pracy stwierdzono ponadto, ze:

1. Wyselekcjonowane w pracy nanoptatki grafenowe, przeznaczone do zastosowania w
postaci fazy funkcjonalnej opracowanych atramentéw heterofazowych, cechuje brak
tendencji do aglomerowania. Srednia $rednica wybranych platkéw wynosi odpowiednio
8 oraz 15 um dla technologii druku strumieniowego i powlekania natryskowego, dzigki
czemu nie zatykaja one mikrodyszy drukarskiej. Platki te charakteryzuja si¢ ponadto
biozgodnoscig.

2. Poliglikol etylenowy o masie czasteczkowej 1500 (PEG 1500) stanowi biozgodny,
polimerowy no$nik, pozwalajacy na uzyskanie reologii atramentu dostosowanej do
wymagan wybranych technologii drukarskich oraz warstw charakteryzujacych sie
adhezja spelniajacej wymogi ich aplikacji w zastosowaniach biologicznych.

3. Zastosowany przy wytwarzaniu atramentéw komercyjny surfaktant z japonskiej firmy
NOF, bedacy polimerem polarnym, zapewnia zar6wno stabilnos¢ fazy funkcjonalnej w
zawiesinie, jak rowniez jego jednorodnos¢. Surfaktant ten nie wykazywat toksycznosci
wzgledem badanych komorek.

4. Predkosci $cinania dziatajace na atrament w mikrodyszy, w trakcie procesu druku
strumieniowego przekraczaja warto$¢ 6-10° 1/s. Warto$¢ ta przekracza zakresy
pomiarowe reometrow. Lepkos¢ atramentow powinna by¢ odczytywana dla ostatniego
punktu pomiarowego krzywej lepkosci, gdy wartos¢ lepkosci jest juz ustabilizowana.

5. Lepko$ci opracowanych atramentow maja wartosci W zakresie 1,33-1,52 mPas.
Mieszcza si¢ wigc w zakresie lepkosci dedykowanym technologiom druku
strumieniowego i powlekania natryskowego. Wykazujg takze zachowanie rozrzedzania
Scinaniem, w zwigzku z tym mogg z powodzeniem by¢ stosowane w obu technikach.

6. Wytwarzane z biozgodnych atramentéw warstwy charakteryzuje wysoka adhezja do
podtoza oraz odporno$¢ na plukanie roznymi cieczami lub roztworami. Pozwala to na

zastosowanie ich w hodowlach komoérkowych i bakteryjnych
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7. Przewodzace S$ciezki grafenowe wytworzone przy uzyciu opracowanego atramentu
uzyska¢ mozna przy minimalnej grubosci warstw 44 nm, po wykonaniu okoto 20
powtdrzen druku metoda druku strumieniowego lub 37 nm grubosci po 8 powtorzen
przejscia dyszy drukujacej w procesie powlekania natryskowego. Mozliwe jest
sterowanie wtasciwosciami elektrycznymi warstwy poprzez zmiang jej grubos$ci w
wyniku przeprowadzonych powtorzen procesu nadruku.

8. Warstwy grafenowe charakteryzuja si¢ rezystancjg w zakresie 90-100 kQ oraz 600-800
Q odpowiednio dla druku strumieniowego i powlekania natryskowego, ktora zalezna
jest od grubosci warstwy i zawartosci nanoptatkéw grafenowych w atramencie.
Minimalna zawarto$¢ GNP w atramentach przewodzacych do druku strumieniowego to
0,5% wt. Przy wickszej zawartosci proces drukowania byt niestabilny, nastepowato
zatykanie dyszy drukujacej. W przypadku powlekania natryskowego mozliwe jest
sterowanie przewodnoscia warstwy poprzez zmian¢ zawartosci platkow grafenowych
W atramencie.

9. Nowoopracowany materiat ptatkow grafenowych dekorowanych nanoczastkami srebra
ma zwickszone wiasciwosci antyseptyczne objawiajace si¢ wysoka zdolnoscia do
blokowania biofilmu oraz namnazania si¢ bakterii.

10. Zamodelowano uktad do elektrostymulacji komorek w celu ustalenia wartosci modutu
wektora natezenia pola elektrycznego oraz wartosci modutu indukowanych pradow
wirowych w otoczeniu grafenowej, przewodzacej powierzchni.

11. Wyjasniono mechanizmy antyseptycznosci przy jednoczesnej cytozgodnosci wzgledem
roznych rodzajow komorek (fibroblasty, macierzyste neuralne, mezenchymalne

macierzyste) warstw grafenowych.

Wykorzystanie technik elektroniki drukowanej do nanoszenia warstw i wzorow
grafenowych na potrzeby inzynierii biomedycznej stanowi przelom w biomedycynie. W pracy
opracowano bowiem technologi¢ wytwarzania grafenowych atramentoéw, przy uzyciu ktorych
mozliwe jest wydrukowanie pozadanej do zastosowan medycznych inteligentnej powierzchni
na podtozach wykonanych z réznych materiatow i o réznych ksztattach. Otrzymywane warstwy
Spetlniajg  wiele zadan biologicznych, takich jak: cytozgodnos¢, antyseptycznose,
biodegradowalnos¢ a takze zdolno$¢ do stymulacji wzrostu komorek.

W zwigzku z powyzszym opracowane W Niniejszej pracy atramenty, nanoszone technikami
elektroniki drukowanej, moga by¢ zastosowane w wielu réznych aplikacjach inzynierii

biomedycznej i biomedycyny. Aplikacje przedstawione w pracy to: pokrywanie cewnikow w
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celu zablokowania procedury tworzenia biofilmu bakteryjnego oraz zmniejszenia zagrozenia
wystepowania infekcji urologicznych, powlekanie tytanowych implantéw zwierzecych w celu
zastosowania ich do stymulacji proliferacji komorek, a takze wytwarzanie przewodzacych
warstw do elektrostymulacji wzrostu komorek ludzkich takich jak neurony. Zastosowanie
opracowanego atramentu w medycynie, szczegélnie w celu wytwarzania inteligentnych,
grafenowych, cechujacych si¢ zarowno biozgodnoscig jak i antyseptyczno$cia warstw na
urzadzeniach i elementach medycznych majacych kontakt z pacjentami, wymaga jednakze
przeprowadzenia dalszych badan.

Wyniki przeprowadzonych badan zostaty zaprezentowane na 18-stu konferencjach, w tym
13-stu migdzynarodowych oraz trzech referatow wygloszonych na specjalne zaproszenie.
Grafenowe atramenty do technologii elektroniki drukowanej opracowane w ramach niniejszej
pracy staty si¢ takze przedmiotem ponad 21 recenzowanych artykutow, w tym 8 z listy JCR.
Autorka rozprawy otrzymata w 2015 roku dwukrotnie nagrody za wystapienia konferencyjne.
W 2018 roku zostata ponadto nagrodzona za osiggni¢cia naukowe przeprowadzone w latach

2016-2017 zespotowa nagroda Rektora Politechniki Warszawskiej pierwszego stopnia.
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