Nanomodyfikowane widkniny filtracyjne zdolne
do zatrzymywania wirusow

Wstep

Metoda wytwarzania nanowiékien w polu elektrycznym, po-
wszechnie nazywana takze elektroprzedzeniem lub z angielskiego
elektrospiningiem, znana jest juz od 1934 r., a zostala opracowa-
na i opatentowana przez Formhalsa. To on, jako pierwszy opisywat
pozyskiwanie wiokna z octanu celulozy. Do poczatku lat 90. XX w.
proces elektroprzedzenia praktycznie byt niewykorzystywany w prze-
mysle. Spowodowane to byto staba znajomoscia zjawisk wystepuja-
cych w trakcie elektroprzedzenia, niewielka wydajnoscig oraz brakiem
mozliwosci sterowania catym procesem. Na poczatku lat 90. ub. w.
nastapit gwattowny rozwoj nanotechnologii, a proces elektroprzedze-
nia nanowtokien zostat bardzo szybko zaadoptowany poprzez wiele
instytucji badawczych. Kilka zespotéw zaprezentowato mozliwosci
wytwarzania nanowtdkien metoda elektroprzedzenia z roztworu lub
ze stopionych polimeréw [ +5].

Poréwnujac rézne metody otrzymywania widkien konwencjonal-
nymi technikami (wet spinning, dry spinning, melt blown) [6+8], metoda
elektrospiningu z roztworu pozwala na otrzymanie wtékien o duzo
mniejszej $rednicy, siegajacej ponizej 100 nm. Jest to nowa metoda,
pozwalajaca na otrzymywanie nanowtokien. Poprzez zastosowanie od-
powiedniego procesu odbierania nanowtdkien, mozna, w zaleznosci
od potrzeb, pozyskiwaé nanowtdkna na sucho lub w kapieli wodnej,
co daje ogromne mozliwosci wykorzystania w przemysle, miedzy inny-
mi do wytwarzania membran, biomedycznych elementéw konstrukeyj-
nych (w inzynierii tkankowej, podawaniu lekéw, sztucznych narzadach
naczyniowych), specjalnych tkanin ochronnych, w przemysle separacji,
do wzmocnienia kompozytéw itp. [9].

Dodatkowo nanowtdékna mozna podda¢ procesowi modyfikacji
za pomoca nanoczastek lub innych srodkéw biobdjczych, nadajac im
okreslone wiasciwosci, np. bakteriobdjcze.

Zastosowana w badaniach chlorheksydyna jest syntetycznym anty-
septykiem, ktéry dziata silnie na bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujem-
ne, plesnie, drozdze oraz niektdre wirusy. Jest uzywana do odkazania
skory, bfon $luzowych, ran oraz narzedzi chirurgicznych. Dziatanie
przeciwbakteryjne polega na uszkadzaniu btony komérkowej bakterii.
Chlorheksydyna jest stosowana gtéwnie w stomatologii, ale réwniez
jako czynnik antybakteryjny w opatrunkach [10-14].

W obliczu zagrozenia wybuchem pandemii wywotanej przez jeden
z wirusdw grypy, istotnym zadaniem jest wzmocnienie ochrony indy-
widualnej ludzi (maseczki ochronne), czy zbiorowej (filtry montowane
w systemach wentylacyjnych pomieszczen uzytecznosci publicznej)
poprzez wprowadzenie czynnikéw przeciwbakteryjnych.

Czesc eksperymentalna

Materialy oraz ich przygotowanie

Podstawowym materiatem do otrzymywania nanowfdkien byfa
acetyloceluloza. W badaniach uzyto acetyloceluloze o masie czastecz-
kowej ok. 270 tys.

Acetyloceluloze przeprowadzono do postaci roztworu, jako
rozpuszczalnika uzyto chloroformu. Do wytwarzania nanowtokien,
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niezbedny jest idealnie klarowny roztwér, pozbawiony wszelkich za-
nieczyszczen statych. W celu otrzymania takiego roztworu, acetyloce-
luloze po rozpuszczeniu odwirowano za pomocg wiréwki laboratoryj-
nej przy predkosci obrotowej 2500 rpm.

Aparatura badawcza

Wytwarzanie nanowtdkien metoda elektrospinnigu z roztworu
wymaga zastosowania specjalistycznej aparatury. Zastosowano stabi-
lizator wysokiego napiecia posiadajacy ptynng regulacje napiecia wyj-
$ciowego w zakresie od 0 do 50 kV o dodatniej biegunowosci oraz
ptynna regulacje natezenia tego pradu w granicach od 0 do 2000 UA.
Kolejnym bardzo waznym elementem aparatu jest elektroda podaw-
cza, ktéra zostata wykonana z wysokiej jakosci szkta i metalowej kapi-
lary, wyposazonej w termostat pozwalajacy uzyskac stata temperature
procesu wytwarzania nanowtdkna. Nastepnym elementem jest obro-
towa elektroda odbiorcza, wyposazona w wymienne ptyty odbiorcze —
elektrody (Fot.l), posiadajaca ptynna regulacje predkosci obrotowe;.

Fot. |. Elektroda odbiorcza

Cafa aparatura umieszczona jest w klimatyzowanym i wentylowa-
nym pomieszczeniu, pozwalajacym na zachowanie statych, odpowied-
nich parametréw temperaturowych procesu elektroformowania na-
nowtokien. Kolejnym waznym elementem jest pompa strzykawkowa
niskiego przesuwu stosowana do aplikacji roztworu przedzalniczego
podawanego do elektrody podawczej. Wszystkie podzespoty apara-
tury zostaty umieszczone w specjalnie do tego celu zaprojektowanej
komorze, wykonanej z materiatu silnie izolujagcego wptyw otoczenia,
a takze zapewniajacej bezpieczenstwo oséb obstugujacych oraz kon-
trolujacych caty proces elektroprzedzenia.

Metodyka badan

W przypadku wytwarzania nanowtdkien z acetylocelulozy, wybra-
no sposéb elektroprzedzenia z roztworu.

Do wytwarzania nanowtékien wyznaczono odpowiednie parame-
try techniczne dla konkretnego przypadku stosowanego roztworu po-
limerowego. Podstawowym parametrem jest stezenie roztworu, dla
ktérego proces elektroformowania nanowtdkien bedzie przebiegat
z najwieksza wydajnoscia. Nalezy pamigtac, ze roztwor przedzalniczy
musi sktada¢ sie¢ z odpowiedniego rozpuszczalnika, ktéry fatwo od-
parowuje podczas wytwarzania nanowtékna. W trakcie optymalizacji

1218

Xlll Konferencja Ochrona Srodowiska



V4

Xlll Konferencja Ochrona Srodowiska

stezenia roztworu przedzalniczego, posfugiwano si¢ reometrem rota-
cyjnym Anton Paar MCR 101, wyposazonym w przystawke do elek-
troreologii, pozwalajacej na doktadne okreslenie zmian zachodzacych
w roztworze przedzalniczym po umieszczeniu w polu elektrycznym
wystepujacym podczas procesu elektroformownia nanowtokna.

Po ustaleniu skfadu roztworu przedzalniczego, wyznaczono odpo-
wiednie parametry techniczne procesu. Najwazniejszym jest napiecie
przylozone do kapilary wytwarzajacej nanowtokna. Wartos¢ napigcia
dobiera sie na podstawie zdjecia z mikroskopu elektronowego, po-
zwalajacego na okreslenie odpowiedniej struktury powierzchni wy-
tworzonych nanowtdkien oraz ich $rednicy. Dla zmniejszenia $rednicy
powstajacego nanowtdkna, mozna zmniejszy¢ srednice kapilary elek-
trody podawczej roztwdr przedzalniczy. Jakos¢ powstajacego nanow-
tokna zalezna takze od odlegtosci elektrody podawczej od elektrody
odbiorczej wytworzonych nanowtdkien. Zmieniajac ten parametr,
nalezy pamigta¢ o zmianie napigcia, gdyz wigksza odlegios¢ miedzy
elektrodami wymaga uzycia wigkszego napiecia dla zachowania statej
wartosci natezenia pola elektrycznego.

Podczas wytwarzania nanowtdkien z polimeru naturalnego przyje-
to nastgpujace parametry dla roztworu przedzalniczego (Tab. ).

Tablica |
Parametry roztworu acetylocelulozy
Stezenie roztworu przedzalniczego 5%
Rozpuszczalnik chloroform
Temperatura roztworu przedzalniczego 20°C
Temperatura komory 20°C
Wewnetrzna srednica kapilary 0,8 mm
Napigcie 10,0 - 25,0 kV
Odlegtos¢ migdzy elektrodami 150 mm
Czas nanoszenia nanowtokien 30 minut

Nanowtékna nanoszono na powierzchnig celulozowych krazkéw
filtracyjnych, stosowanych jako ich nosnik. Tak otrzymywane nanow-
tokna poddawano modyfikacji za pomoca wybranych srodkéw prze-
ciwbakteryijnych.

Zastosowanie chlorheksydyny w procesie produkgiji filtréw na ba-
zie nanowtokien acetylocelulozowych pozwala na wytworzenie mate-
riatu, ktorego wysokie wtasciwosci mechaniczne zostang wzbogacone
o wilasciwosci bakteriostatyczne i bakteriobdjcze. Nanowtdkna ace-
tylocelulozowe zawierajace chlorheksydyne uzyskano dwiema meto-
dami. Metodg bezposrednia przez elektroprzedzenie widkien acety-
locelulozowych z dodatkiem chlorheksydyny oraz metoda posrednia
polegajaca na inkubacji wtdkien acetylocelulozowych w roztworze
izopropanolowym trietanoloaminy tytanu w temperaturze pokojowe;j.
Utrwalenie wigzania tytanu do nanowtdkien przeprowadzono w temp.
110°C, nastepnie delikatnie ptukano w wodzie destylowanej. Suche
nanowtdkna acetylocelulozowe ze zwiazang trietanoloaming tytanu
umieszczono w wodnym roztworze diglukonianu chlorheksydyny.
Utrwalenie wiazania diglukonianu chlorheksydyny z tytanem przepro-
wadzono w temp. 90°C, po czym przeptukiwano wodg destylowana
i suszono w temperaturze pokojowej.

Dla sprawdzenia skutecznosci biobdjczych zastosowanego mody-
fikatora, przeprowadzono badania mikrobiologiczne nanowtdkien ace-
tylocelulozowych bez dodatku chlorheksydyny, nanowtdkien acetylo-
celulozowych elektroprzedzonych z chlorheksydyna oraz nanowtdkien
acetylocelulozowych modyfikowanych diglukonianem chlorheksydyny.
Inkubacje z Bacillus subtilis prowadzono w 37°C przez 18h.

Wyniki

Jakos$¢ powstajacego nanowtdkna o réznych parametrach procesu
elektroprzedzenia okreslono za pomoca zdjeé struktury powierzchni
wykonanych mikroskopem elektronowym (Fot. 2+ 10).
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11.5mm x2

Fot. 2. Zdjecie SEM powierzchni nanowtoékien acetylocelulozy

Fot. 3. Zdjecie SEM powierzchni nanowtdkien acetylocelulozy

Fot. 5. Zdjecie SEM powierzchni nanowtdkien acetylocelulozy
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Fot. 9. Zdjecie SEM powierzchni nanowtékien acetylocelulozy
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Fot. 10. Zdjecie SEM powierzchni nanowtékien acetylocelulozy

Na fotografiach I | + 13 przedstawiono wyniki badan mikrobiolo-
gicznych nanowtékien acetylocelulozowych zmodyfikowane za pomo-
c3 chlorheksydyny wobec prébki nanowtékien niezmodyfikowanych.

Fot. | I. Brak strefy zahamowania wzrostu bakterii po inkubacji
kontrolnych nanowtdkien acetylocelulozowych
ze szczepem Bacillus subtilis

Fot. 12. Strefa zahamowania wzrostu bakterii po inkubaciji
nanowtékien acetylocelulozowych elektroprzedzonych
z chlorkeksydyna ze szczepem Bacillus subtilis

Fot. 13. Strefa zahamowania wzrostu bakterii po inkubaciji
nanowtékien acetylocelulozowych modyfikowanych diglukonianem
chlorheksydyny ze szczepem Bacillus subtilis
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Ponadto rozpoczeto badania zmierzajace do okreslenia bariero-
wosci przygotowanych krazkéw filtracyjnych w stosunku do wirusdw.
W pierwszej kolejnosci przygotowano konstrukcje genowe (wektor
ekspresyjny — plazmid pCMV-Fut) zawierajace charakterystyczne se-
kwencje markerowe. Wykonano badania polegajace na ocenie wy-
dajnosci wiazania materiatu genetycznego przez nanowfokna acetylo-
celulozowe. W tym celu przygotowano prébki roztworéw wodnych
o objetosci 2 ml zawierajace 20 ng plazmidéw w | ul roztworu. Prébki
filtrowano przez modyfikowane i niemodyfikowane krazki filtracyjne,
przepuszczajac roztwor przez krazek z predkoscia 100 ul na | min.
Po procesie filtracji krazki pocigto i inkubowano w 200 ul buforu TE
(tris hydroksymetylo aminometan wraz z EDTA) w temp. 37°C przez
jedng godzine. Stezenie plazmidéw mierzono na spektrofotometrze
Nano-drop. Stwierdzono wyraznie wigksza wydajnos$¢ wigzania DNA
przez krazki zawierajace chlorheksydyne.

20,00 -

15,00 +

10,00

Steienie plazmidu [ng/nl]

0,00

ACC-5 ACC-7  ACC-CHX-5 ACC-CHX-6 ACC-CHX-7

ACC-6

—4—>5teienie plazmidu na filtrze —i—5teienie plazmidu w filtracie

Rys. |. Wynik pomiaru stezenia plazmidu na filtrze oraz w filtracie.
ACC - acetylocelulozowe krazki filtracyjne niezawierajace
chlorheksydyny, ACC-CHX - acetylocelulozowe krazki filtracyjne
modyfikowane chlorheksydyna

Omoéwienie wynikow

Na wykonanych zdjeciach SEM powierzchni nanowtékniny, mozna
zaobserwowa¢, ze $rednica nanowtokien ksztaltuje si¢ na poziomie
200 600 nm. Rozmieszczenie nanowiokien na powierzchni celulozo-
wej bibuly filtracyjnej jest rownomierne na catej powierzchni.

Przeprowadzone badania mikrobiologiczne nanowtékien zmodyfi-
kowanych chlorheksydyna wykazuja wysoka inhibicje wzrostu bakterii
wobec wszystkich rodzajéw sposobu modyfikacji. Nie stwierdzono
pojawienia si¢ strefy dyfuzji wokét krazkédw z samych nanowtdkien
acetylocelulozowych stanowiacych kontrole.

Wstepne badania, polegajace na okresleniu barierowosci nanow-
tokien jako filtréw przeciwko wirusom, wykazaty ze znaczaco hamuja
one przedostawanie sie plazmidéw do przesaczu na zaprojektowanym
aparacie testujacym.

Podsumowanie i wnioski

Modyfikacja filtréw za pomocg nanowtdkien zmniejsza $rednice
poréw umozliwiajac skuteczniejszy proces filtracji.

Naniesienie zwiazkow aktywnych takich jak chlorheksydyna na po-
wierzchnie nanowidkien, badz jej wbudowanie w procesie elektro-
przedzenia, wywotuje dziafanie antybakteryjne.

Nanowtokna acetylocelulozowe poddane procesowi modyfikacii
za pomocg chlorheksydyny skutecznie zatrzymuja czasteczki plazmi-
déw na swojej powierzchni.
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Badania wykonano w ramach projektu kluczowego — POIG. 0103.01-00-
004/08. Funkcjonalne nano- i mikromateriaty wiokiennicze — NANOMITEX,
wspotfinansowanego prze Unie Europejska ze srodkéw Europejskiego Funduszu
Rozwoju Regionalnego oraz Narodowego Centrum Badarn i Rozwoju, w ramach
projektu Innowacyjna Gospodarka 2007-2013, Priorytet |: Badania i rozwdj no-
woczesnych technologii, dziatanie 1.3 Wsparcie projektéw B+R na rzecz przed-
sigbiorcow realizowanych przez jednostki naukowe, pod dziatanie 1.3.1 Projekty
rozwojowe.
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rymentalnych, 106 prac przegladowych oraz wielu referatéw i komunikatow

konferencyjnych.
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Najlepszy w swojej historii
wynik finansowy odnotowaty
ZA PULAWY SA

Juz dziesiaty rok z rzedu, PULAWY maja dodatni wynik EBIT-
DA i zysk netto. W zakonczonym 30. czerwca roku obrotowym
2011/2012, uzyskali najlepsze w swojej historii wyniki finansowe.
Przychody skonsolidowane wyniosty 3 948 min zt (jednostkowe
3 662 min zt), skonsolidowany wynik EBITDA 779 min zt (jednostkowy
745 min zi), a skonsolidowany zysk netto 600 min zt (jednostkowy
596 min zf).

Na poprawe wynikéw finansowych wptynat wzrost cen niemal
wszystkich podstawowych produktéw jednostki dominujacej, czyli
Zaktadéw Azotowych PULAWY SA. Ogromne znaczenie miat wzrost
sprzedazy — po pierwsze, mocznika (o 98% w Segmencie Agro
i 0 58% w Segmencie Chemia), co byto mozliwe dzieki zakonczonej
w 2011 r. modernizacji ciagu: Tlenownia-Amoniak-Mocznik. Wsréd
pozytywnych czynnikéw jest takze rozszerzenie oferty handlowej
dzieki przytaczeniu do Grupy Kapitatowej GZNF ,Fosfory” oraz
»Azotow-Adipol” SA Wyniki te udato sig uzyska¢ pomimo wzrostu

kosztow produkgji. (em)

(http://www.zapulawy.pl/index|.php?dzial = | 4&lang=PL&node =-
| &doc=1000427&more=201 21.09.2012)

Slaskie Centrum
Radiometrii Srodowiskowej otwarte

Slaskie Centrum Radiometrii Srodowiskowej Gtéwnego Insty-
tutu Gérnictwa otwarto 7. wrzesnia 2012 r. w Katowicach, jego
budowa kosztowata ok. |1 min zt. Dzieki dofinansowaniu z UE,
w ramach programu Innowacyjna Gospodarka, udafo sie wyposa-
zy¢ osrodek w sprzet laboratoryjny za blisko 8 min zt. W zakres
dziatan Centrum im. Marii Goeppert Mayer leza: badania promie-
niotworczosci naturalnej oraz skazen promieniotworczych w $ro-
dowisku pracy, domach mieszkalnych i srodowisku naturalnym, po-
nadto wykonywanie analiz stezenia izotopdw promieniotwdrczych
w réznych materiatach, pomiary mocy dawki promieniowania joni-
zujacego, pomiary ekshalacji radonu z gleby. Co wigcej, w Centrum
Radiometrii Srodowiskowej, istnieje mozliwos¢ badania aerozoli
obejmujace pomiary rozkfadu ziarnowego w szerokim zakresie.

Centrum dziata w ramach krajowego systemu monitoringu ra-
diacyjnego nadzorowanego przez Panstwowa Agencje Atomisty-
ki, jest cztonkiem miedzynarodowej sieci ALMERA nadzorowanej

przez Migdzynarodowa Agencje Energii Atomowej IAEA. (em)

(http://www.radiometria.gig.eu/onas.html 20.09.2012)

* 1223

7

Xlll Konferencja Ochrona Srodowiska



