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Abstract

The mechanical properties of PVA/chitosan nanofibrous meshes were investigated as a function of the
crosslinking approach. Non-crosslinked samples, physically co-crosslinked structures using L-arginine, and
covalently crosslinked networks formed with citric acid were subjected to tensile testing to determine Young'’s
modulus, ultimate tensile strength, and elongation at break. Physical crosslinking moderately increased
stiffness, whereas covalent crosslinking resulted in a significant increase in modulus and strength,
accompanied by reduced elongation.
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Kivonat

A PVA/kitozan nanoszalas szdlhdlok mechanikai tulajdonsdgait vizsgaltuk a térhaldsitas jellegének
fiiggvenyében. Nem térhalos, L-argininnel kialakitott fizikai co-térhalos és citromsavval létrehozott kovalens
térhalos szerkezetii mintak huzovizsgalata soran meghataroztuk a Young-modulust, a szakitoszilardsagot és a
szakadasi nyulast. A fizikai térhdlositas mérsékelten novelte a szalhalok merevségét, mig a kovalens
térhalositas jelentos modulus- és szilardsagnévekedeést, valamint csokkent nyuldst eredményezett.

Kulcsszavak: elektrosztatikus szalképzés, nanoszalas szalhdlo, térhalositds, mechanikai tulajdonsagok,
huzoévizsgalat

1. BEVEZETES

A csontszdvet-regeneracid teriiletén az utobbi években egyre nagyobb figyelmet kapnak a biomimetikus
scaffold rendszerek, amelyek célja a természetes extracellularis matrix szerkezetének és funkcioinak utanzasa
[1-3]. Az ilyen rendszerek kialakitdsaban kiilondsen igéretes megkozelités az elektrosztatikus szalképzés
(electrospinning), amely lehetové teszi nanoszalas, nagy fajlagos feliiletli, porozus szerkezetli szalhalok
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A biopolimerek koziil a polivinil-alkohol (PVA) és a kitozan kombinacidja kiillondsen igéretes bioanyag
rendszert alkot. A PVA j6 mechanikai tulajdonsagokkal és feldolgozhatosaggal rendelkezik, mig a kitozan
biokompatibilitasa, biodegradalhatosaga és bioaktiv tulajdonsagai kedvezden befolyasoljak a sejtes valaszokat
[3, 5]. A PVA/kitozan alapi nanoszalas rendszereket ezért széles korben vizsgaljak gyogyszerhordozo
rendszerekben, sebgydgyulast segité anyagokban, valamint csontregeneracios scaffoldokban [1, 6]. A
nanoszalas szalhalok stabilitasa és mechanikai viselkedése azonban nagymértékben fiigg a polimerlancok
kozotti kolesonhatasoktol és a kialakitott térhalos szerkezettol. A kiilonbozo térhaldsitasi modszerek — példaul
fizikai vagy kémiai térhaldsitas — jelentdsen befolyasoljak a szalhalok mechanikai tulajdonsagait, stabilitasat
vizes kozegben és biodegradacios viselkedését [4, 7]. A megfeleld térhalositasi stratégia megvalasztasa ezért
kulcsfontossagu a kivant mechanikai stabilitas és a kontrollalt biodegradacio kozotti egyensuly kialakitasdhoz
(8, 9].

Korabbi munkankban p-trikalcium-foszfatot tartalmazo, elektrosztatikus szalképzéssel eldallitott
PV A/kitozan alapu hibrid scaffold rendszert vizsgaltunk, amely nanoszalas, rendezetlen, nemszott morfologiat
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mutatott hidrofil karakterrel. A részleges térhalositas mellett megmaradd hidrofil matrix lehet6vé tette a viz
csontregeneracids eredményeket mutatott [5]. Az in vivo vizsgalatok ugyanakkor rdmutattak arra, hogy a
citromsavval kialakitott kovalens térhalds szerkezet esetében a biodegradacié mértéke nem volt kielégito,
mivel a mintak hat honap elteltével is nagyrészt egységes anyagként voltak jelen a defektus teriiletén. Ez arra
utal, hogy a kovalens térhaldsitas altal biztositott fokozott szerkezeti stabilitds a degradacid jelentds
lassulasaval jar. Mindezek alapjdn indokoltta valt a kiilonbozo térhalositasi stratégidk Osszehasonlitd
vizsgalata, els6dlegesen a szalhalok mechanikai tulajdonsagainak szabalyozhatdsaga szempontjabol.

Jelen munka célja annak vizsgalata, hogy a fizikai és kémiai térhaldsitds miként befolyasolja a
PV A/kitozén nanoszalas szalhalok szerkezetét, morfologidjat és mechanikai tulajdonségait.

2. ANYAG ES MODSZER

2.1. PVA/Kitozan szalhalok eloallitasa

A nanoszélas szerkezetli polimer szalhalok eldallitasahoz polivinil-alkohol (PVA; Merck, Darmstadt,
Németorszag; My = 65 kDa, polidiszperzitas: 3,168) és kitozan (Ch; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA;
M,, = 750-1000 kDa) vizes oldatainak keverékét alkalmaztuk. A 10 tomeg%-os PV A oldatot desztillalt vizben
készitettiik 80 °C-on, 24 oras kevertetés mellett. A Kitozan 4 tomeg%-os oldatat 2 térfogat%-os
ecetsavoldatban allitottuk el6, szintén 80 °C-on, 24 dras kevertetéssel. A végso oldat eldallitasahoz a szamitott
mennyiségli PV A-oldatot és kitozanoldatot 6sszekevertiik, amelyben a PV A ¢és a kitozan koncentracidja rendre
6,6 tdmeg% ¢és 1,3 tomeg% volt. Ezt kovetden a térhalositas tipusatol fliggden L-arginint (L-Arg; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) vagy citromsavat (CA; VWR Chemicals, Franciaorszag) adtunk az oldathoz,
majd az elegyet teljes oldodasig kevertettiik. Az alkalmazott oldatok dsszetétele az 1. tablazatban lathato.

A PV A/kitozan nanoszalas szalhalok eldallitasahoz alkalmazott oldatok 0sszetétele 1. tablazat
Minta jele 10 tdmeg% PV A-oldat | 4 tdmeg% kitozanoldat Térhalositoszer (g)
tomege (g) tomege (g)
PVA/Ch (nem térhalos) 10 5 L
PV A/Ch-Arg (fizikai 10 5 0,134 L-Arg
co-térhalos)

PVA/Ch-CA (kémiai 10 5 0,448 CA

térhalos)

PVA —polivinil-alkohol; Ch — kitozan, L-Arg — L-arginin; CA — citromsav.

A nanoszalas szalhaldkat elektrosztatikus szalképzéssel allitottuk el6. A polimer oldatot 5 ml-es
fecskenddbe toltottiik, majd 25 kV fesziiltség, 13 cm diizni—kollektor tavolsag és 0,62 ml.h-1 adagolasi
sebesség mellett 1 6ran keresztiil végeztiik a szalképzést.

2.2. PVA/Kitozan nanoszalas szalhalok térhalositasa

A szalképzést kovetden a nanoszalas PVA/kitozan szalhalok térhalositasat hokezeléssel végeztik. A
fizikai co-térhalositas esetében a szalképzéshez alkalmazott oldathoz L-arginint adagoltunk, majd a képzodott
szalhalokat 120 °C-on 4 oran keresztiil hokezeltiik. A kémiai térhalositas soran a szalképzéshez citromsavat
tartalmazo oldatot alkalmaztunk, amely a hékezelés (120 °C, 4 h) hatasara kovalens térhalo kialakulasat
eredményezte a polimerlancok kozott. A hokezelést laboratoriumi szaritdszekrényben végeztiikk. A kapott
szalhalok stabilitasat és morfologiai valtozasait elézetes tapasztalati vizsgalatokkal értékeltiik, beleértve a
vizzel és forrd vizzel szembeni viselkedés vizsgalatat.

2.3. Pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalat (SEM)

Az  eclektrosztatikus  szalképzéssel  eldallitott —mintak  feliileti  morfologiajat  pasztazo
elektronmikroszkoppal vizsgaltuk. A felvételeket egy kettds nyalabu pasztazé elektronmikroszkoppal
(Thermo Fisher Scientific Scios2, FIB-SEM, Waltham, MA, USA) készitettiik. A nem vezetd polimer mintak
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toltddésének minimalizalasa érdekében a felvételeket alacsony, 2-5 kV gyorsitofesziiltség alkalmazasaval
készitettiik.

2.4. Huzémechanikai vizsgalatok

A nem térhalositott és a kiilonb6zo térhaldsitasi modszerekkel eldallitott PV A/kitozan nanoszalas
szalhalok mechanikai tulajdonsagait huzdvizsgalatokkal hataroztuk meg. A méréseket INSTRON 5544 tipusu
univerzalis mechanikai vizsgalogéppel (Instron, Norwood, MA, USA) végeztilkk 100 N terhelocellaval,
szobahomérsékleten. A mintakbol lekicsinyitett piskota alaka probatesteket készitettiink. A probatestek teljes
hossza 25 mm, a befogasi szakasz szélessége 7,5 mm, mig a nyakrész szélessége 2,5 mm volt. A probatestek
vastagsagat minden minta esetében meghataroztuk; az atlagos értékek a kdovetkezOk voltak: nem térhalos
PVA/Ch: 68 + 23 um, fizikai co-térhalos PVA/Ch-Arg: 118 & 33 um, kémiailag térhalos PVA/Ch-CA: 195 +
97 um (n = 6). A vastagsagértékeket digitalis csavarmikrométerrel (Mitutoyo, Japan) hataroztuk meg. A
huzovizsgalatokat 1 mm-min™' keresztfejsebesség mellett végeztiik szakadasig. A mérések soran rogzitett
fesziiltség—nyulas gorbék alapjan meghataroztuk a Young-modulust, a maximalis szakitofesziiltséget
(szakitoszilardsagot), valamint a szakadasi nyulast. Az egyes mechanikai paramétereket hat parhuzamos mérés
(n=6) alapjan hataroztuk meg.

3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

3.1. A szalhalok stabilitasanak elézetes vizsgalata

A nem térhalositott és a kiilonb6zo térhaldsitasi modszerekkel eldallitott PV A/kitozan nanoszalas
szalhalok stabilitasat eldzetes tapasztalati vizsgalatokkal értékeltiik, amelyek soran a mintak vizzel, illetve
forrd vizzel szembeni viselkedését figyeltik meg. Az eredményeket a 2. tablazat foglalja Ossze. A
megfigyelések alapjan a térhaldsitas jellege jelentdsen befolyasolja a szalhalok szerkezeti stabilitasat, mig a
nem térhalés mintak viz hatasara gyorsan elvesztették integritasukat, addig a citromsavval kovalensen
térhalositott szerkezetek lényegesen stabilabbnak bizonyultak. A stabilitasbeli kiillonbségek varhatéan a
mechanikai tulajdonsagokban is megjelennek, ezért a kiillonbozo térhalodsitasi modok hatasat htizovizsgalatok
segitségével elemeztiik.

2. tablazat
A kiilonboz6 térhalositasi modszerekkel elballitott PV A/kitozan szalhalok
vizzel szembeni stabilitasanak kvalitativ értelmezése
Modszer Stabilitas Elszinez6dés MéretcsOkkenés
SzobahOmérsékletii Forro viz
Minta jele viz
PVA/Ch + + _ _
PVA/Ch-Arg - + - _
PVA/Ch-CA + + + +

(+): a jelenség megfigyelheto, (-): a jelenség nem figyelheté meg

3.2. Morfologiai vizsgalatok (SEM)

crer

elektronmikroszkoppal vizsgaltuk (1. abra). A nem térhalés PVA/Ch mintak (1a abra) rendezetlen, nemszott
nanoszalas szerkezetet mutattak, amelyben a szalak egymast keresztezve porozus haldzatot alkotnak. A SEM
felvételek kvantitativ kiértékelése alapjan meghatarozott szalatmérd-eloszlast a 1d abra mutatja, az atlagos
szalatmérd 106 + 22 nm volt. A fizikai co-térhalositas esetén (PVA/Ch-Arg, 1b dbra) a nanoszalas morfologia
alapvet6en megmaradt, azonban a szalatméré novekedése figyelheté meg; az eloszlast bemutat6 hisztogram a
le abran lathato, az atlagos érték 126 = 58 nm-nek adodott. A nagyobb szoras a szalképzés soran kialakulo
valtozatosabb szalvastagsagra utal. A citromsavval kémiailag térhalositott mintdk (PVA/Ch-CA, 1c é4bra)
esetében a szélas szerkezet részleges atalakulasa figyelhetdé meg, amely a hokezelés soran kialakuld kovalens
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térhaloval és a szalak lokalis 0sszeolvadasaval magyarazhatd. A szalatmérd-eloszlast a 1f abra szemlélteti. A
legnagyobb atlagos szalatmérd a citromsavval kémiailag térhalositott mintak esetében adodott (185 + 77 nm).
A megfigyelt morfologiai kiilonbségek varhatoan a szalhalok mechanikai tulajdonséagaira is hatassal vannak,
ezért a mintak huzémechanikai viselkedését részletesen vizsgaltuk.

AFD = 106 nm AFD = 185 nm
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1. abra. A PVA/kitozdn nanoszadlas szalhdlok SEM felvételei és szalatméré-eloszldasai kiilonbozo térhalositasi
modszerek alkalmazasa esetén: (a, d) nem terhalos PVA/Ch, (b, e) fizikai co-térhalos PVA/Ch-Arg, (c, f)
kémiai téerhalos PVA/Ch-CA; az atlagos szalatmerok (AFD) rendre 106 nm, 126 nm és 185 nm.

3.3. A szalhalok huzomechanikai tulajdonsagai

A kiilonb6z6 térhalositasi modszerekkel eloallitott PV A/kitozan nanoszalas szalhalok huzémechanikai
tulajdonsagait hiizovizsgalatokkal értékeltiik. A mérések soran meghataroztuk a Young-modulust, a szakito
szilardsagot, valamint a szakadasi nyulast (2-4. abra). A Young-modulus értéke a térhaldsitas hatasara
novekedést mutatott (2. abra). A nem térhaldos mintak esetében atlagosan 101,18 MPa, mig a fizikai co-
térhaldsitott PVA/Ch-Arg szalhalok esetében 120,52 MPa értéket hataroztunk meg, ami a merevség mérsékelt
novekedését jelzi. A citromsavval térhalositott mintdk esetében a Young-modulus jelentdsen megnétt
331,11 MPa értékre, ami a polimerlancok kozott kialakuld kovalens térhalo jelenlétére utal.
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2. abra. A Young-modulus értékei nem térhalos és kiilonbozo térhalositasu PVA/kitozan szalhdlok esetében
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A szakitoszilardag értékei hasonld tendenciat mutattak (3. abra). A nem térhalds és a fizikai co-térhalos
mintak szakitoszilardsaga kozel azonos volt (4,56 MPa, illetve 4,53 MPa), ami arra utal, hogy az L-arginin
altal létrehozott masodlagos kolcsonhatasok a szakadas soran részben felbomolhatnak. Ezzel szemben a
citromsavval térhalositott PV A/Ch-CA mintak esetében a szakitoszilardsag 6,33 MPa értékre ndvekedett, ami
a kovalens kotések nagyobb szakitasi ellenallasaval magyarazhato.

8
6,33
7

6
4.56 4,53

Szakitoszilardsag (MPa)
= i
—
—

PVA/Ch PVA/Ch-Arg PVA/Ch-CA

3. abra. 4 szakitoszilardsag értékei nem térhalos és kiilonbozd térhalositasu PVA/kitozdan szalhalok esetében

A szakadasi nyulas vizsgalata ezzel ellentétes tendenciat mutatott (4. abra). A legnagyobb nyulast a nem
térhalos mintak mutattak (0,79 mm), amely a polimerlancok nagyobb mobilitasaval és atrendezddésével
magyarazhatd. A fizikai co-térhalositas hatasara a szakadasi nyulas mérséklodott (0,65 mm), mig a
citromsavval kémiailag térhalositott mintak esetében jelentdsen csokkent (0,35 mm). Ez a kovalens térhalo
jelenlétére és a lancmozgas korlatozasara utal, amely ridegebb mechanikai viselkedést eredményez.
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PVA/Ch PVA/Ch-Arg PVA/Ch-CA

4., dbra. A szakaddsi nyulas nem térhadlos és kiilonbozo térhalositasu PVA/kitozan szalhalok esetében

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy a térhalositas tipusa alapvetéen meghatdrozza a
PV A/kitozén nanoszalas szalhalok mechanikai viselkedését. A fizikai co-térhalositas mérsékelten novelte az
anyag merevségét, mig a citromsavval kialakitott kovalens térhalo jelentds modulus- és szilardsagndvekedést,
ugyanakkor a deformalhatosag csokkenését okozza.

4. OSSZEFOGLALAS

A kutatas soran PV A/kitozan alapu nanoszalas szalhalokat allitottunk el6 elektrosztatikus szalképzéssel,
majd kiilonbozo térhalositasi modszerekkel stabilizaltuk. A fizikai co-térhalositast L-arginin alkalmazasaval,
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mig a kémiai térhalositast citromsav segitségével valositottuk meg. A SEM-vizsgalatok igazoltak a nanoszalas,
nemszOtt szerkezet kialakulasat, valamint a térhalositas hatasara bekovetkezé morfologiai valtozasokat és a
szalatmérd novekedését. Elozetes stabilitasi vizsgdlatok alapjan a citromsavval térhalositott mintdk vizes
kozegben lényegesen stabilabbnak bizonyultak a nem térhalds rendszereknél. A htizomechanikai mérések
kimutattak, hogy a fizikai térhaldsitas mérsékelt merevségnovekedést eredményezett, mig a kémiai térhalositas
jelentésen novelte a Young-modulust és a szakitoszilardsagot. Ugyanakkor a kovalens térhalositas a szakadasi
nyulas csokkenését okozta, ami ridegebb mechanikai viselkedésre utal. Az eredmények ramutatnak arra, hogy
a térhalositas tipusa hatékony eszkoz a PVA/kitozan nanoszalas szalhalok mechanikai tulajdonsagainak
szabalyozasara. A mechanikai stabilitas ilyen modon torténd hangolasa fontos 1épés lehet a jovObeni
biodegradaciods €s csontregeneracios alkalmazasok optimalizalasaban.
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