TARTU ULIKOOL
Loodus-ja tappisteaduste valdkond

Futsika Instituut

Karol Moisavald

LISANDITE MOJU GLUKOOSIGA RISTSIDESTATUD
ZELATIINIKANGA OMADUSTELE

Bakalaureuset6o (12 EAP)

Juhendaja:

Kaido Siimon

Tartu 2016



INFOLEHT

Lisandite moju gliikoosiga ristsidestatud Zelatiinikanga omadustele

Kéesolevas 10putoos uuriti lisandite (kaaliumalumiiniumsulfaat, raudtsitraat, raudnitraat ja
poliianiliin) moju elektrospinnimise teel valmistatud ja gliikoosiga termiliselt ristsidestatud
zelatiinikangastele. Zelatiinikangastes sisalduv gliikoos aitab luua ristsidemeid Zelatiinikiududes.
Analiitisi tulemusena selgus, et perspektiivikaim lisand on kaaliumalumiiniumsulfaat, mille
lisamine suurendas materjali elastsusmoodulit. Kaaliumalumiiniumsulfaadiga viidi 1dbi ka
lisakatsed, mis tdestasid elastsusmooduli kasvamist kuni 10 % soola sisalduseni; tulemused on
avaldatud artiklis [6].

Mairksonad: zelatiin, gliikkoos, ristsidestamine, kaaliumalumiiniumsulfaat, raudtsitraat,

raudnitraat, poliianiliin, d4dikhape, elektrospinnimine, SEM, FT-IR, elastsusmoodul, tdmbekatse

CERCS: Materjalitehnoloogia (T150)

Effect of additives on the properties of gelatin fabrics cross-linked by

glucose

In the current work, electrosppining technique has been used to prepare fiborous gelatin-
based meshes. Gelatin meshes were thermally cross-linked to make them insoluble in water. Pure
cross-linked gelatin meshes are still relatively weak and glucose is added to the electospinning
solution to increase mechanical strenght of gelatin-based meshes. The additional cross-links
with glucose increase gelatin meshes’ mechanical strenght. The aim of the current work was to
further increase mechanical strenght of electrospun gelatin meshes by the addition of KA, ferric
citrate, ferric nitrate or polyaniline. The results show that KAl is the most promising additive and
its effect on gelatin meshes was further analysed in an already published article [6]. The article
concluded that KAl is in fact an effective additive for increasing mechanical strenght of gelatin

meshes.

Keywords: gelatin, glucose, cross-linking, potassiumaluminium sulfate, ferric citrate, ferric

nitrate, polyaniline, acetic acid, electrospinning, SEM, FT-IR, elastic modulus, tensile test
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Liithendid
KAI — kaaliumalumiiniumsulfaat KAI(SO4)2*12H,0

FEGG - raudtsitraat - CsHsFeO7

FENGG - raudnitraat nonahiidraat - Fe(NO3)3s*9H20
PGG - poliianiliin

SEM - skaneeriv elektronmikroskoopia

FTIR — Fourier’ teisendusega infrapunamikrosoopia



Sissejuhatus

Kiesoleva bakalaureusetdd autori tddriihmas (Tartu  Ulikooli  Fiilisika  instituudi
nanostruktuuride fiitisika laboris) on viimaste aastate jooksul tegeletud naha laboratoorseks
kasvatamiseks sobivate naharakkude kasvualuste valjatootamisega. To6 tulemusena Kirjeldati
2014.a. ilmunud artiklis meetodit vahem kui mikromeetrise 1dbimodduga kiududest koosneva
zelatiinikanga valmistamiseks ja ristsidestamiseks gliikoosi abil [1]. On teada, et gliikkoosiga
ristsidestatud Zelatiinikangas on ddrmiselt biosobiv, biolagunev ja suhteliselt odav, mistSttu voiks
seda kasutada ka paljudes teistes rakendustes lisaks regeneratiivsele meditsiinile, nditeks
keskkonnasobraliku biolaguneva kile valmistamiseks, filtritena toiduainetédstuses ning tehisnaha
valmistamiseks. Zelatiin on siinteetiliste poliimeeridega vorreldes mehaaniliselt iisna ndrk ning
see takistab Zzelatiini laiemat kasutust. Gliikkoosi abil ristsidestades on vdimalik muuta

zelatiinikangast kiill oluliselt tugevamaks [2], kuid mitmetes rakendustes ainult sellest ei piisa.

Kiesoleva bakalaureusetod eesmirk on uurida seda, kas lisandite abil on vdimalik muuta
gliikoosiga ristsidestatud Zzelatiinikangas mehaaniliselt veelgi tugevamaks. Lisandite valikul
lahtusime jargmistest kaalutlustest. On teada, et redutseerivate suhkrute nagu gliikkoos ja
aminohapete nagu zelatiin vahel toimub Maillard’i reaktsioon. See reaktsioon kulgeb peamiselt
teatud kindlate zelatiinis leiduvate aminorithmade vahendusel [3]. T66 ettevalmistamise kdigus
eeldati, et kui leida lisandeid, mis tekitaksid tdiendavaid keemilisi sidemeid zelatiinimolekulis
leiduvate funktsionaalriihmade vahel, siis peaks olema vdimalik Zelatiinikangast mehaaniliselt

tugevamaks muuta.

Zelatiini saadakse kollageeni hiidroliiiisi tulemusena [4,5]. Kuna kollageen on iiks peamistest
naha kui sidekoe elementidest, siis temast hiidroliitisitud zelatiin on keemiliselt koostiselt viga
lahedane naha keemilisele koostisele. Seda arvestades uuriti naha parkimise keemiat puudutavat
kirjandust, et leida olemasolevale Zelatiini ja gliikoosi segule potentsiaalseid lisandeid, mis
voiksid  viia  tdiendavaid  funktsionaalrihmi  holmavate  ristsidemete  tekkimiseni
zelatiinimolekulide vahel. Kiesolevas t66s lisati zelatiinikangale alumiiniumkaaliumsulfaati,
raudtsitraati ja raudnitraati. Tdiendavalt uuriti ka poliianiliinisisalduse mdju materjalile, eeldades,
et see vOib muuta muidu védga hidrofiilse Zelatiini hiidrofoobsemaks, mis tuleks kasuks

zelatiinipShise bioplasti viljatootamisel.



Kéesolevas bakalaurcuset6os valmistatakse zelatiinikangas elektrospinnimise teel. Materjali
iseloomustatakse skaneeriva elektronmikroskoobi (SEM) abil ja lisandite mdju uuritakse
Fourier’ teisendusega infrapunaspektromeetriga (FTIR). Kanga mehaanilisi omadusi
iseloomustatakse tdmbekatse abil. T66 tulemusena leiti, et wuuritud lisanditest koige

perspektiivikam on KA, sest selle lisamisel saavutati materjali mehaanilise tugevuse kasv.

Kéesoleva bakalaureuset6o tulemust arvesse vottes viidi 1dbi pohjalikud uuringud KAI méju

kohta gliikoosiga ristsidestatud zelatiinikanga omadustele, mille tulemused on avaldatud artiklis

[6].



1. Ulevaade kirjandusest

1.1 Elektrospinnitud Zelatiin

Zelatiin on tuntud darmiselt biosobiva ja mittetoksilise biopoliimeerina, kuigi tal on ka rida
puudusi, néiteks mittehomogeenne koostis ja sellest tulenev flilisikaliste ja keemiliste omaduste
varieeruvus [7]. Zelatiin on vdrreldes kollageeniga palju odavam ja lihtsamini toodeldav. Meie
laboris 14dbi viidud varasematest katsetest on teada, et Zelatiinikangast on vdimalik valmistada
kuni 15% gliikkoosisisaldusega [1]. Suuremal maéral gliikoosi sisaldavad kangad muutuvad
hapraks ja raskesti késitsetavaks. Meie t60s kasutati 10% gliikoosi sisaldavat kangast, et oleks
tagatud suures ulatuses ristsidestamine gliikoosi poolt, samas véltides liigse glitkoosisisalduse

moju voimalikele teistest lisanditest tulenevatele ristsidestumisreaktsioonidele.

Kéesolevas t60s valmistatakse katsekehad elektrospinnimise meetodil. Elektrospinnimise
seadme skeem on kujutatud joonisel 1. Elektrospinnimine kasutab kdrgepinget, et kanda
valmistatud segu siistlast kollektorile. Klaasviaalis olev zelatiini, gliikkoosi ja uuritava lisandi
ning dadikhappe lahus segatakse magnetsegajaga. Saadud lahus tdommatakse siistlasse nii, et
stistlasse ei jadks ohumulle. Siistlale kinnitatakse metallist ndel ja asetatakse pumbal olevasse
hoidikusse. Siistla ndela kiilge iihendatakse iiks toiteploki kdrgepinge juhtmetest, maanduse juhe
kinnitatakse kollektori kiilge, mis paikneb siistla ndelast 14,5 cm kaugusel. Elektrospinnimise
labiviimiseks tuleb rakendada korgepinge 17,5 kV siistla ndela ja kollektori vahele. Siistlapumba
kdivitamisel hakkab siistlast eralduma Zealtiinilahust, mis tdmmatakse korgepinge mojul
kollektorini. Teel ndelast kollektorini aurustub lahuses olev dddikhappe ning saadakse tihe

zelatiinikiududest koosnev kangas.

Elektrospinnimise meetodiga saadakse iihtlane poliimeerkiudude vorgustik, mis jiljendab
naha kiulist struktuuri [8]. Naha kiulise struktuuri jdljendamine tuleb kasuks Zelatiinikangaste
kasutamisel koetehnoloogias, voimaldades naharakkudel lihtsamalt kinnituda Zzelatiinkangale.
Materjali rakendamisel teistes valdkondades tuleb kasuks elektrospinnimisel tekkivate
zelatiinikiudude iihtlane jaotumine Zelatiinikangas, vdike kiu 14bimodt ning Zzelatiinikanga suur
poorsus ja eripind. Meeles tuleb pidada, et elektrospinnimise tulemused on raskesti korratavad,
kuna elektrospinnimist mdjutavad paljud parameetrid: pinge, kollektori kaugus, Zelatiinisegu
pumpamise kiirus, dhurdhk ja —niiskus. Seega tdpse analiilisi ldbiviimseks on vajalik suurel

hulgal korduskatsete ldbiviimine. Kédesolevas t00s sooviti leida lisandite hulgast sobivaimat, mis
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suurendaks zelatiinikanga mehaanilist tugevust, kuid tidpse elastusmooduli véaértuse leidmine oli

teisejarguline.
kollektor
s@istal
—_ p—
pump
I 41
korgepinge =

Joonis 1: Elektrospinnimise skeem.

1.2 Ristsidestamine

Zelatiin on algselt pdrast elektrospinnimist vees lahustuv ja mehaaniliselt ndrk, seetdttu tuleb
katsekehas olevad poliimeerahelad ristsidestada [9]. Ristsidestamist v3ib 1dbi viia nii keemiliselt,
fiitisikaliselt kui ka enslimaatiliselt. Keemiliselt lisatakse segusse aineid, mis aitavad luua
kovalentseid sidemeid kiudusid moodustavate Zelatiinimolekulide vahel. Soovisime viéltida
tavaliselt Zelatiini ristseostamiseks kasutatavaid toksilisi ja kalleid kemikaale, niiteks
dialdehiitide. On teada, et taandavad suhkrud vdimaldavad toimuda Maillard’i reaktsioonil, mis
aitab keemilist ristsidestumist 1ébi viia [10]. Seega kasutatakse kdesolevas 10putods katsekehade
valmistamisel ristsidestajana gliikoosi. Gliikoos on vesilahuses peamiselt suletud ringi vormis,
kuid ristseostumist saab lébi viia vaid lineaarse struktuuriga gliikoosiga. Gliikkoosi struktuuri on
voimalik ringsest lineaarseks saada kuumutamise teel [11]. Katsekehade kuumutamisega viiakse
1abi ka fiiiisikaline ristsidestamine Zelatiinikangas olevate kiudude vahel, et muuta materjal vees
lahustumatuks [12]. Seega toimub iihe kuumutamise tsiikliga nii keemiline kui ka fiiiisikaline

ristsidestamine.



1.3 Lisandid - AIK(SOa)2, raudtsitraat, raudnitraat, poliianiliin

Kéesolevas to0s otsisime odavaid ja mittetoksilisi lisandeid, mis tekitaksid tdiendavaid
ristsidemeid zelatiinimolekulide vahel ja selle abil suurendaksid Zelatiinikangaste mehaanilist
tugevust. Samuti jilgisime, et lisandid oleksid voimalikult bioiihilduvad ja sobivad regeneratiivse

meditsiini rakendusteks.

Kéesolevas to0s kasutatakse katsekehade valmistamisel lisandina KAl eesmargiga
suurendada materjali mehaanilist tugevust, mis tagaks omakorda suurema to6kindluse
rakendustes, kus on vajalik materjali vastupanu pidevale deformeerimisele. Rahvakeeli tuntakse
lisandit KAl maarjajad nime all. KAl on looduslikult esinev sool, mida on juba pikka aega
kasutatud naha vastupidavamaks muutmiseks parkimise teel [13]. Parkimise kdigus kasutakse
lisandit KAl olemasolevate kiudude tootlemiseks, kuid kdesolevas to0s lisatakse soola otse
zelatiini ja glitkoosi segusse. Seega toimib lisand kogu kiu sees ja voime arvata, et seeldbi on

KAI-i mdju zelatiinikiududele suurem kui tema moju naha parkimisel.

Inimkeha vajab funktsioneerimiseks rauda, kuid raua omandamine on véga aeglane. Raua
omandamise protsessi kiirendamiseks kasutatakse muudes meditsiinilistes rakendustes
raudtsitraati [14]. Seega katsekehade valmistamisel raudtsitraati lisades ei ole ohuks aine

toksilisus, kuna iithendi lagunemisel ei eraldu raud inimkehale ebasobival ioonsel kujul.

Polianiliin on dopeeritud olekus elektrit juhtiv poliimeer, mida esineb mitmes erinevas
struktuuris [15]. Ké&esolevas t60s uuriti rohelise vérvusega poliianiliini mdju materjali
omadustele. A. D Bendrea poolt 1dbi viidud uuringud on tdestanud, et elektroformeeritud
poliianiliini ja Zelatiinikiud on bioiihilduvad, toetavad rakkude Kinnitumist ja nende levikut [17].
Poliianiliini abil suurendatud elektrijuhtivust zelatiinikangastes saab &dra kasutada mdjutamaks

rakkude kasvamise kiirust koetehnoloogias [16].
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2. Eksperimentaalne t66

2.1 Zelatiinikanga valmistamine

Kiudmaterjal ~valmistati elektrospinnimise meetodi abil. Elektrospinnitava segu
valmistamiseks kasutati lisaks Zelatiinile gliikkoosi ja etaanhapet. A-tiiiipi Zelatiin, gliikoos,
etaanhape, raudtsitraat, raud(lll)nitraat ~ nonahiidraat  soetati Sigma-Aldrichist.

Kaaliumalumiiniumsulfaat osteti Lach-Ner’ist. Poliianiliini siinteesis t66 juhendaja.

Zelatiini ja gliikoosi segud valmistati nii, et glitkoosi oleks 10 % segust. Neile segudele lisati
FEGG, FENGG, KAL ja PGG. Lisandite kontsentratsioonid uuritud segudes olid jargmised: 5-15
% (KAL, FENGG), 5-18% (FEGG) ja 1-5%(PGG). Saadud segudele lisati 10 M etaanhapet nii,
et saadi 20-25% lahused, ning segati magnetsegajaga 10 minutit 45 kraadi juures. Saadud segu
kinnitati 2-5 mL siistla abil New Era Pump Systems NE-511 pumba kiilge, mille tookiiruseks oli
8 uL/min. Siistla metallist otsale rakendati korgepinge (17.5 kV) Heinzinger LNC 30000
korgepingeallikaga. Kollektorina kasutati alumiiniumfooliumiga kaetud 10 cm 1dbimodduga
Petri tassi, mis asetati siistla otsast 14.5 cm kaugusele. Kangaid valmistati 25-30 minutit. Seejarel
ristseostati saadud katsekehad, kuumutades neid ahjus 3 tundi 175 kraadi juures.

Elektrospinnimisel saadakse iihtlase kiudude jaotusega Zelatiinikangad (Joonis 2).

VEGAW TESCAN

pettomance in nanospace [

Joonis 2: Elektrospinnitud zelatiinkiud- Joonis 3: Elektrospinnimise seade

kangas 4500-kordse suurendusega.
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2.2 SEM

Katsekehadest 16igati 5 x 10 mm tiikid, mis kinnitati metallist SEM-i proovihoidjale
kahepoolse teibi abil ning seejdrel kaeti 5 nm paksuse kullakihiga Polaron SC7640
katmismasinaga. SEM-i abil uuriti saadud kangaste struktuuri ja kiudude 1dbimoote, selleks
jaadvustati pildid 700-, 4500- ja 21000-kordse suurendusega. Kiu labimdotude leidmiseks
analtiiisiti 21000-kordse suurendusega pilte, mis olid jdadvustatud kahest eri kohast kanga

pinnal.

23 FTIR
Katsekehadest 10igati vdiksed tiikid, mis kuivatati Leica EM CDP kriitilise punkti kuivati
abil. IR spektri analiiiis viidi ldbi lainearvude vahemikus 400 kuni 4000 cm™ Bruker Vertex 70

spektromeetriga. Saadud spektrid teisendati neeldumisspektriteks OPUS tarkvara abil.

2.4 Tombekatsed

Katsekehadest 16igati ligikaudu 2 x 4 cm tiikid, mille paksus moddeti kruvikuga. Kruvikuga
mootmised teostati tiiki keskelt ja molemast ddrest, sest elektrospinnitud mattide paksus ei ole
konstantne. Saadud tulemused keskmistati, et saada tiiki paksus. Tombekatsed viidi 1adbi
iseehitatud masina abil, mis oli varustatud Sauter FH100 jousensoriga. Katsekeha pikenemist
moddeti elektroonilise nihikuga, mille mootetdpsus oli 10 um. Katsekeha kinnitati masinal
olevate klambrite vahele ning katsekeha pikkuseks mdodeti klambritest vélja jadv osa, sealjuures
jélgides, et Zelatiinikanga tiikk ei saaks késitsemisel liigselt vigastada ning oleks klambrite vahel
ilma kortsudeta. Klambrid tuli kinnitada sobiva jouga, et tiikkk kinnituste vahel ei puruneks ning
samas ka tdmbekatse kdigus vilja ei libiseks. Katsekeha tdmmati {ihtlaselt kuni purunemiseni
ning mdodeti pikenemist ja tdombejoudu. Saadud andmeid kasutati katsekeha elastsusmooduli
leidmiseks. Elastsusmooduli leidmiseks analiitisiti pinge-deformatsiooni graafiku lineaarset osa.

Elastsusmoodul arvutati valemist:

_ pinge _a(e) F/S _Fx10
~ deformatsioon & Al/l 0 ~ S*Al

Kus:

1. o=pinge
2. &= deformatsioon



F= Zelatiinkanga tikile mojuv joud
S = Zelatiinkanga tiki ristloike pindala
Al = Zelatiinkanga tiiki suhteline pikenemine

o v kW

1. 0= Zelatiinkanga tuki algne pikkus

Joonis 4: Tombekatse seade, mis on varustatud nihiku ja Sauter FH100 jousensoriga.
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3. Tulemused

3.1 Zelatiinikanga valmistamine

Kuna varasematest katsetest oli leitud sobivad parameetrid 10% gliikoosi sisaldusega
zelatiinisegude elektrospinnimiseks, siis ka soolade lisamisel ei olnud Gigete toGparameetrite
leidmine vdga keeruline. Siiski, elektrospinnimine on iisna keskkonnatundlik to6meetod ning
katsete dnnestumine sdltub paljudest vélistest teguritest nagu néiteks Shuniiskus ja —temperatuur.
Virskelt elektrospinnitud Zelatiinikangastel olulist erinevust viliselt mérgata polnud. Koik olid
valge vOi beeZi virvusega, vaid poliianiliini sisaldavad matid olid teistest hapramad ja roheka
varvusega. Samuti ei olnud voimalik poliianiliini sisaldust suurendada iile 5 %, kuna suuremal
hulgal see enam ei dispergeerunud piisavalt ja lahuses olevad poliianiliini tiikkid ummistasid
elektrospinnimisel siistla. Parast valmistamist olid kodik elektrospinnitud kangad viga kergesti
laaduvad ja neid oli raske késitseda. Parast termilist ristsidestamist muutusid matid vees
lahustumatuks ja virvuselt veidi pruunikamaks. Zelatiinikangaid ahjust vilja vdttes oli tunda
kiipsetamisele omast meeldivat 16hna. Vaadates kahe aasta eest valminud laboris seisnud

katsekehasid, pole viliseid muutuseid mérgata.

Joonis 5: Elektrospinnitud Zelatiinikangas.
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3.2FTIR

FTIR analiitiside jaoks ldigati zelatiinikangastest vélja 4*20 mm suurused ribad, mis
kuivatati kriitilise punkti kuivatiga. FTIR analiiiisil saadud spektritelt uuriti erinevatele
keemilistele sidemetele vastavate piikide muutuseid lainearvude vahemikus 400 kuni 4000 cm™,

Vorreldi zelatiinikanga tiikke enne ja pérast ristsidestamist.

Piigid mdddeti lainearvude 3300 ja 3073 cm™ (OH ja NH vibratsioonid), 2938 ja 2878 cm
(CH2 asiimmetrilised ja siimmeetrilised vibratsioonid), 1657, 1641 ja 1632 cm™ (amiid | side,
peamiselt C=0 vibratsioonid), 1562, 1546 ja 1530 cm™ (amiid Il side, peamiselt NH
deformeerumine), 1444 ja 1333 cm™ (erinevad planaarsed vibratsioonid), 1239 cm (amiid Il
side, NH deformeerumine ja CN venimine), 1203 ja 1163 cm™ (erinevad planaarsed
vibratsioonid), 1082, 1031 ja 921 cm (CO vibratsioonid) juures [12,17, 18, 19, 20, 21].

Spektrite analiilisi eesmirgiks oli ndha, kas ristseostumisel toimub Zelatiinikangastes
kovalentsete sidemete muutuseid. Suured muutused FTIR spektris koos mehaanilise tugevuse
kasvuga kinnitaksid tdiendavate ristsidemete tekkimist materjalis. On teada, et
alumiiniumiiihendid vdivad anda ioone, mis on vOimelised reageerima Zelatiini
karbokstitilriithmadega [22]. Spektrite analiiiisist selgus, et kdikide lisandite puhul védhenesid
lainearvudele 1031 ja 1082 cm vastavad piigid. Samuti oli veidi vdiksemat piikide langust
mérgata lainearvudel 2878, 2939, 3073 ja 3300 cm™. Lisandeid FeGG ja FeNGG sisaldavate
Zelatiinikangaste puhul oli mirgata piikide langust lainearvudel 1239-1562 cm™ ja kuna antud
muutused olid vaid rauda sisaldavatel iihenditel, voime oletada, et muutused olid tingitud raua
reageerimisest lahuses olevate ainetega. Pohjalikum analiiiis kovalentsete sidemete katkemise ja

tekkimise kohta ei olnud antud 16put66 teemaks ning seega pole siin tdpsemalt késitletud.
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Joonis 6: FeGG 18 %-lise sisaldusega zelatiinikanga FTIR spektrid enne ja parast termilist
tootlemist.

3.3 KAI(SO4)2*12H,0

3.3.1SEM

KAl sisaldavate Zelatiinilahuste elektrospinniminel Onnestus ilma tdrgeteta saada terve
kollektori pinna suuruseid (ligi 10 cm labimddduga) Zelatiinikangaid, mis algselt olid valge
virvusega ning pdrast ahjus ristsidestamist helepruunid. Ténu suurtele Zelatiinkangaste
pindaladele oli kerge saada kdepéraseid tiikkke tombekatseteks. Uuriti Zelatiinikangaid, mis olid

saadud 10 % gliikoosi ja 5, 10 vo1 15 % KAl sisaldavatest lahustest.

Kiu 1labimdotute leidmiseks analiiiisiti SEM-i abil saadud pilte. Selgus, et 5 % KAI lisamine
10% gliikoosi ja zelatiini segule suurendas kiu 1dbimdotu 0,4 um-It 0.96um-ni. KAI-i edasine
lisamine tingis kiu 1abimdodu kahanemise. Vastavalt 10% KAl sisaldusega segu puhul 0,9 um-ni
ja 15% KAl sialduse puhul 0,54 pm-ni. Arvatavasti suurenes kiu 1dbimdot lahuse
konstentratsiooni suurenemise tottu. 10 ja 15 % sisalduse puhul ndhtav 1dbimoddu langus voib
olla tingitud pikemast didikalahuses olemise ajast, kuna suuremal konstentratsioonil kulus
rohkem aega soola lahustamiseks ja on teada, et Zelatiinikangas protoneerub pikaajalisel

aadikalahuses hoidmisel ning see ndrgendab ristseostumise ulatust.
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Joonis 7: a) standard Zelatiinikangas 0 % soola sisaldusega, b) 5 %, c) 10 % ja d) 15 % soola

sisaldusega zelatiinikangad.
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Graafik 1: Kiu 14bimoodu muutus KAl lisamisel.

3.3.2 Tombekatsed

Tanu moistlikult suurtele tiikkidele oli tdombekatsete 1abiviimine {isna lihtne. Siiski on tiikid
isna Ornad ja kinnitamisel tuli olla ettevaatlik, et mitte Zelatiinikangast liigselt vigastada.
Analiiiisides tdmbekatsete andmetest saadud graafiku lineaarset osa, leiti, et KAl lisamine tostis
katsekehade elastsusmoodulit. Standardlahusest valmistatud zelatiinikanga elastsusmoodul on
141 MPa. 5 % KAl sisaldusega zelatiinikangaste puhul oli elastsusmoodul 123 MPa, 10% puhul
152 MPa ja 15 % puhul 167 MPa. Elastsusmooduli langus 5 % KAl kogusel voib olla tingitud
sellest, et soola tdielikuks lahustamiseks kulub rohkem aega kui tavalise Zelatiini ja gliikoosi
lahuse saamiseks ning liigsel dddikalahuses hoidmisel Zelatiin protoneerub ning selle vorra on
hiljem soola mdju ristseostumise ulatusele ndrgem. On néha, et terves uuritavas KAl sisalduste

vahemikus toimus elastsusmooduli suurenemine. Voime jareldada, et elastsusmoodul suureneb
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ka edasisel KAl lisamisel. Avaldatud artiklis 14bi viidud pdhjalikul uurimisel selgus, et
elastsusmooduli kasv toimub kuni 10 % KAl sisalduseni [6]. Siinkohal tuleb tihele panna, et
KAI esineb dodekahiidraadina ning viidatud artiklis on KAl sisaldused esitatud ilma veeta.
Artiklis kasutatud soolasisalduse esitamise meetodit rakendades on kéesoleva t66 KAl
sisaldusteks 2,3, 4,6 ja 6,8 %. Seega peab paika kdesoleva t66 tulemuste jareldus, et KAl edasisel

lisamisel kasvab zelatiinikanga elastsusmoodul veelgi.
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Graafik 2: Elastsumooduli muutus KAI lisamisel.

3.4 Raudtsitraat

3.4.1SEM

Zelatiinilahuse valmistamine toimus nii nagu eelneva lisandi puhul. Soola oli vdimalik lisada
lahusesse kuni 18 % ulatuses. Uuriti zelatiinikangaid, mis olid saadud 10 % gliikoosi ja 5, 10 voi
18 % raudtsitraati sisaldavatest lahustest. Valmistatud matid olid vdrvuselt beezid ning pédrast
ahjus ristsidestamist helepruunid. SEM-iga saadud piltide analiiiisil selgus, et FEGG lisandina
suurendab zelatiinilahusest elektrospinnitud kiudude 1abim&ote. 5 % FEGG lisamine suurendas

kiu 1abimodte 0,4 pm-It 1,53 um-ni. 18% soola lisamine kasvatas kiu 1labimdddu 1 pm-ni. 10 %
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lisamisel oli tulemuseks 0,85 um-t, mis voib olla tingitud erinevast lahuse valmistamisest.

Joonis 8: a) standard zelatiinkangas 0 % soola sisaldusega, b) 5 %, ¢) 10 % ja d) 18 % soola

sisaldusega zelatiinkangad.
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Graafik 2: Kiu 1dbimddodu muutus FEGG lisamisel.

3.4.2 Tombekatsed
Tdmbekatsete analiiiisil selgus, et FEGG lisamine Zelatiinilahusesse kuni 18 %-ni kahandas

oluliselt katsekehade elastsusmoodulit. 5 % FEGG puhul oli elastsusmoodul 74 MPa, edasisel
soola lisamisel elastsusmoodul hakkas taas kasvama, 10% puhul kuni 107 Mpa ja 18 % puhul
kuni 113 MPa. Siiski jdid koik FEGG sisaldavad Zelatiinikangad oma elastsuse poolest alla
tavalistele Zelatiini ja 10 % gliikoosi sisaldavatele kangastele. Vdime jareldada, et lisand FEGG
el interakteerunud Zelatiinimolekulidega ning ei panustanud mehaanilise tugevuse

suurendamisse.
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Graafik 4: Elastsusmooduli muutus FEGG lisamisel.

3.5 Raudnitraat
3.5.1SEM

Raudnitraat on sool, mida kasutatakse néditeks superparamagneetikute siinteesimisel sool-
geel-meetodi rakendustes [23]. Zelatiinilahuse valmistamine toimus nii nagu eelnevate lisandite
puhul. Soola oli voimalik lisada lahusesse kuni 15 % ulatuses. Uuriti Zelatiinikangaid, mis olid
saadud 10 % gliikkoosi ja 5, 10 voi 15 % raudnitraati sisaldavatest lahustest. Valmistatud matid
olid virvuselt valged ning parast ahjus ristsidestamist helepruunid. Zelatiinikangaid dnnestus
valmistada vaid tisna véikseid, umbes veerand kollektori pinda katvaid tiikke. SEM-iga saadud
piltide analiiiisil selgus, et FENGG kasutamine lisandina vahemikus 5-10 % suurendas oluliselt
kiu 1abimdote. 5 % FENGG lisamine segule suurendades kiu 1dbimodte 0,4 um-It 1,77 um-ni.
10% FENGG lisamine avaldas samuti suurt moju, suurendades kiu 1d4bimodte 1,49 um-ni. 15%
FENGG sisalduse puhul toimus suur kiu 1dbimoddu kasvu langus, viies 1abimdodu 0,52 pm-ni.
Arvatavasti on algne kiu 14bimddtude kasv pdhjustatud lahuse kontsentratsiooni suurenemisest.
15 % FENGG sisalduse puhul toimus mérgatav kiu ldbimoddu vdhenemine, mis vdis olla
tingitud lahuse liiga pikaajalisest segamisest, kuna 15 % soola lisamisel on saadav lahus juba
isna viskoossne ning ainete tdielikuks lahustumiseks kulub kauem aega. Liigne dddikalahuses

oldud aeg aga ndrgendab Zelatiini kiude.
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Joonis 9: a) standard zelatiinkangas 0 % soola sisaldusega, b) 5 %, ¢) 10 % ja d) 15 % soola

sisaldusega zelatiinkangad.
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Graafik 5: Kiu 1abimdddu muutus FENGG lisamisel.

3.5.2 Tombekatsed

TOmbekatsete labiviimist raskendas asjaolu, et FeNGG sisaldusega zelatiinikangaid sai
elektrospinnida vaid iisna vidikse pindalaga kangana. Elektrospinnimisel ei jaotunud siistlast
véljunud kiud thtlaselt iile kollektori pinna vaid koondusid kollektori keskele. See tegi
tombekatseteks piisavalt suurte tiikkkide saamise keeruliseks, sest Zelatiinikangaste
elektrospinnimisel on mattide ddred 6hemad mattide keskosast, kuid tdmbekatsete 1dbiviimisel
on hea votta uuritav tiikk vaid mati keskosast. Tombekatsete analiiiisil selgus, et FENGG
lisamine zelatiinilahusesse kuni 15 %-ni ei suurendanud Zelatiinikanga elastusmoodulit. 5 %
FENGG lisamisel elastsusmoodul kahanes 87 MPa-ni, 10 % puhul hakkas kiu 14bimdot taas
kasvama 122 MPa-ni. 15 % FENGG puhul elastsusmooduli kasv vidhenes 115 MPa-ni. Saame
jareldada, et soovitud mehaanilise tugevuse suurendamist FENGG abil ei ole vdimalik

saavutada.
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Graafik 6: Elastsumooduli muutus FeENGG lisamisel.

3.6 Poliianiliin

3.5.1SEM

Zelatiinilahuse valmistamine toimus nii nagu eelneva lisandi puhul. Poliianiliini oli vdimalik
lisada lahusesse kuni 3 % ulatuses, sest suuremas koguses ei olnud vdimalik mdistliku ajaga
saada homogeenset lahust ning mittehomogeensed kdrgema kontsentratsiooniga lahused
ummistasid siistla, mida kasutati elektrospinnimise ldbiviimiseks. Elektrospinnimisel oli
voimalik saada terve kollektori pinna suuruseid (umbes 10 cm 1dbimddduga) Zelatiinimatte.
Valmistatud matid olid vidrvuselt helerohelised ning pérast ahjus ristsidestamist pruunikas-
rohelised. Saadud mattide puhul oli mirgata, et nad laaduvad oluliselt rohkem Kkui teiste
lisanditega valmistatud Zzelatiinimatid, sest tdmbekatse ldbiviimine oli raskendatud tiikkide
pideva tdmbumise tottu kinnaste ja tdmbekatse klambrite vastu. Samuti olid saadud kangad iisna
hiidrofoobsed [joonis 11]. Uuriti Zelatiinikangaid, mis olid saadud 10 % gliikoosi ja 1, 3 v6i 5 %
poliianiliini sisaldavatest lahustest. SEM-i analiiiisil selgus, et 1 — 3 % PGG kasutamine lisandina
suurendas kiu 1dbimddte, vastavalt 0,68 ja 0,89 um-ni algsest 0,4 um-st. 5 % PGG lisamine

vdhendas kiu 1abimddtu 0,37 pm-ni.
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Joonis 10: a) standard Zelatiinkangas 0 % polianiliini sisaldusega, b) 1 %, ¢) 3 % jad) 5 %

poliianiliini sisaldusega Zelatiinkangad.
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Graafik 7: Kiu 14bimdddu muutus PGG Joonis 11: Poliianiilini
lisamisel. sialdava zelatiinikanga
hiidorfoobsed omadused.

3.6.2 Tombekatsed

Tdmbekatsete analiiiisil selgus, et PGG lisamine vidhendas katsekehade elastsusmoodulit.
Standard Zelatiinikanga elastsusmoodul on 141 Mpa, kuid 1% PGG koguse juures oli
elastsusmoodul 134 MPa, 3 % juures 112,5 MPa ja 5 % juures 67 MPa. Voime jareldada, et

soovitud materjali mehaanilise tugevuse suurendamist ei ole voimalik poliianiliini abil saada.
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Graafik 8: Elastsumooduli muutus PGG lisamisel.
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4. Arutelu

Kuna eelnevalt oli 16putdd autori tooriihmas uuritud Zelatiini ja gliikoosi segust valmistatud
zelatiinikangaid, oli teada palju olulist infot katsete ldbi viimiseks. Elektrospinnimise
parameetritest oli teada, et enamasti sobib iihtlase kiu saamiseks pinge 17,5 kV ja ndela otsa ning
kollektori vaheline kaugus 14,5 cm [1]. Lisandite elektrospinnimisel oli vaja olemasolevaid
parameetreid vaid monel juhul muuta iihtlase kiu saamiseks. Samuti oli varasemalt vilja

selgitatud ristsidestamise toimumiseks vajalik kuumutamise aeg ja temperatuur [1].

SEM-ga tehtud pilte analiilisides selgus, et koikide lisanditega oli vdimalik saada {ihtlase
kiudude jaotusega Zelatiinikangaid. Kiudude 1a8bim3ddud soola lisamisel enamasti kasvasid, mis

oli arvatavasti tingitud lahuse kontsentratsiooni suurenemisest.

FTIR analiiiisi teostades oli ATR kristalli ja zelatiinkangaste vahel head kontakti raske
saada. Selle tottu oli tihti sama sisaldusega kangaste spektrid erinevad ning tuli 14bi viia
korduskatseid 10plike jarelduste tegemiseks. Muutused FTIR spektris viitavad sellele, et lisandid
voivad pdhjustada tdiendavate ristsidemete teket zelatiinimolekulidega. Suurimad muutused
spektrites olid mérgata lainearvudel 1031 ja 1082 cm, mis tavaliselt kinnitavad gliikoosi ja
zelatiini molekulide vahel toimunud Maillard’i reaktsiooni. Samuti oli maéargatav langus
lainearvude 2878,2939,3073, 3300 cm™ piikidel. Kindlate jdrelduste tegemine keemiliste
sidemete tekke ja lagunemise kohta ei olnud antud t66 eesmirgiks ning ei ole tdiendavalt

analiitisitud.

Zelatiinikanga mehaanilised omadused on mdjutatud viga paljude tegurite poolt: Zelatiini
keskmine molekulmass, dadikalahuses hoidmise aeg, kiu 14bimdo6t, materjali ja Ohu
niiskusesisaldus, protsessiparameetrid. See teeb kédesolevas t66s maératud elastsusmoodulite
absoluutvairtuste hindamise keerukaks ja voib pohjustada katsete halba korratavust. T66 kédigus
katsuti kdik mehaanilisi omadusi mojutavad tegurid hoida voimalikult konstantsena, seetdttu
vOib arvata, et kuigi elastsusmoodulite absoluutvéddrtused voivad korduskatsete kdigus olla
erinevad, siis lisandite moju, tugevuse muutumine vastavalt lisandi kontsentratsioonile, peaks
jddma samaks. Parema korratavuse saavutamiseks tuleks kindlasti analiiiisida suuremat hulka

katsekehasid.
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Selgus, et KAI lisamine muudab materjali mehaaniliselt tugevamaks. See aga, millist liiki
taiiendavate keemiliste sidemete teket KAl lisamine ikkagi pohjustab, ei ole kdesoleva t6o
uurimisobjektiks ja vajab veel tdiendavat uurimist. Kdesolevas tods kasvas Zzelatiinikangaste
elastsumoodul kogu vaadeldud KAL lisandi kontsentratsioonide vahemikus (5-15 %). V&ime
jareldada, et ka suuremal KAI sisaldusel kasvaks materjali elastsusmoodul veelgi ning selle
kinnitamiseks, uuriti tdiendavalt lisandi KAl mdju zelatiinikanga mehaanilistele omadustele
avaldatud artiklis [6], kus selgus, et KAl lisamine suurendab zelatiinikanga elastsumoodulit kuni
10% KAl sisalduseni. Kiesolevas to6s arvestati KAI lisandi sisalduse arvutamisel lisaks soola
massile sisse ka soolaga seotud 12 veemolekuli mass, kuid artiklis vett sisalduse arvutamisel ei
arvestatud. Seega selleks, et andmed oleksid vorreldavad peame arvestama, et kdesolevas toos
olid tegelikud KAl lisandi sisaldused umbes 2,3-6,8 %. Artikkel kinnitab seega kdeSoleva t60
tulemuste jareldust, et ka edasisel KAl lisamisel Zelatiinikangaste elastsusmoodul suureneb.
Zelatiinikangaste viike mehaaniline tugevus on saanud piiravaks teguriks paljudes rakendustes.
Seega tuleks nii naha kasvualuste, kangaste kui bioplastide tegemisel kasuks, kui oleks vdimalik

zelatiinikanga mehaanilist tugevust tdsta.

FeNGG ja FEGG lisamisel kiill Zelatiinkiudude 14bimoot suurenes nii nagu ka KAI puhul,
kuid elastsusmoodulit see ei tostnud. PGhjuseks voib olla erinevate ristsidemete tekkimine raua
lisandite puhul. Uuritavatel lainearvudel vahemikus 1239-1562 cm™ oli mdlemal rauda sisaldaval
zelatiinkangal maérgata piikide langust. Vdime oletada, et muutused on tingitud raua ioonide
reaktsioonist Zelatiinikius olevate funktsionaalriihmadega. Tegelike keemiliste sidemete tekke

voi lagunemise véljaselgitamine vajab tdiendavat uurimist.

Poliianiliin Zelatiinikanga elastsusmoodulit ei suurendanud, kuid néitas hdid hiidrofoobseid
omadusi. Samuti oli méirgata poliianiliini sisaldavate Zelatiinikangaste késitsemisel, et need olid
oluliselt rohkem mdjutatud elektrostaatika poolt ja see raskendas tiikkide kinnitamist tdmbekatse
seadme vahele, kuna kangas jéi pidevalt nii kinnaste kui tdmbekatseseadme klambrite kiilge
kinni. Edasi tuleks uurida, kas poliianiliini sialdavate Zelatiinikangaste hiidrofoobsed ja
elektrilised omadused vdivad olla kasuks rakkude kasvamisele kaasa aitamisel vOi bioplastide
valmistamisel. Poliianiliini suuremal mééral kasutamisel on takistuseks tema halb lahustuvus

dddikhappe lahuses. Uurida tuleks erinevaid vodimalusi, kuidas poliianiliini paremini
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dispergeerida, et saavutada suurem kontsentratsioon ja iihtlasem jaotus kiududes. Tavaparaselt

kasutatavaid orgaanilisi lahusteid sooviksime viltida nende toksilisuse ja kalli hinna tottu.
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5. Jareldused
Lébiviidud katsetes FeNGG ja FEGG lisamine zelatiinikangastele olulisi muutuseid
mehaanilistes omadustes esile ei kutsunud. Siiski voib uurida lisaks, kuidas antud soolad

mojutavad rakkude kasvamist meditsiinilistes rakendustes.

Uuritavatest lisanditest perspektiivikaimad olid KAl ja polianiliin. Poliianiliin kill ei
suurendanud Zzelatiini kangaste elastsusmoodulit, kuid katsete kdigus oli mérgata poliianiliini
sisaldavatel kangastel isedraseid hiidrofoobseid ja elektrilisi omadusi. Edasi oleks vdimalik

uurida, kas antud omadusi oleks voimalik &ra kasutada bioplastide valmistamisel.

KAI parandas zelatiinikanga mehaanilisi omadusi terves uuritud vahemikus. Tdiendavaid
katseid tuleks 1dbi viia KAl sisalduse suurendamise vdimaluste uurimiseks ning ka viiksemate
sisaldustega segude lisakatseteks. Kuna hetkel ei olnud méargata KAl sisalduse suurenemisel
elastsusmooduli kasvu langust, siis tuleks uurida kui elastseks on voimalik lisandi abil
zelatiinkangast saada. Hetkel on Zelatiinikangaste kasutamisel piiravaks saanud just mehaaniline
ndrkus. Kéesoleva t60 tulemusena valiti KAl vélja edasisteks pohjalikeks uuringuteks, mille

tulemusena kinnitati, et lisand on vdimeline parandama Zelatiinikanga mehaanilisi omadusi.

Kiesoleva t66 soovitud tulemus saavutati ja edaspidi saame teadlikult kasutada lisandit KAl
zelatiinikangaste mehaanilise tugevuse suurendamiseks. Mehaanilise tugevuse kasv avardab

veelgi rohkem Zelatiinikanga, kui {ilimalt biosobiva materjali, rakendamise voimalusi.
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Kokkuvaote

Juba modnda aega on uuritud elektrospinnitud Zzelatiinikangaste rakendamise vdimalusi
nahakasvualustena, filtritena ja  struktuurielementidena  regeneratiivses  meditsiinis.
Elektrospinnitud zelatiinikangas on vees lahustuv ning selle parandamiseks ristseostatakse
saadud kangad ahjus, muutes nad vees mittelahustuvaks. Siiski on Zelatiinikangaste kehvad
mehaanilised omadused saanud piiravaks nende edasistel rakendamistel. On teada, et gliikoosi
lisamine Zelatiini ja dddikhappe lahusesse suurendab valmistavate kangaste mehaanilist tugevust,
luues Maillard’i reaktsiooni 1dbi zelatiinimolekuli funktsionaalrithmade vahele keemilisi
sidemeid. Kéesolevas 10putdds wuuriti, kas tdiendavad lisandid on voimelised veelgi
zelatiinikangaste mehaanilisi omadusi parandama. Selle jaoks uuriti 10 % gliikoosi sialdusega
zelatiinisegudele lisatud KAl, raudtsitraadi, raudnitraadi ja poliianiliini mdjusid. T66 tulemusena
selgus, et perspektiivikaim lisand on KAl, mis suurendas zelatiinikanga elastsusmoodulit 141
Mpa-It 167 Mpa-ni (15 % KAl sisaldusel). Antud lisandit uuriti edasi avaldatud artiklis [6], mille
tulemusena kinnitati KAl vdimet parandada Zzelatiinikangaste mehaanilist tugevust kuni 10%
soolasisalduseni. Artikkel kinnitab seega kdesoleva t60 tulemuste jareldust, et ka edasisel KAl

lisamisel Zelatiinikangaste elastsusmoodul suureneb.
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Effect of additives on the properties of gelatin fabrics cross-linked by
glucose

Karol Moisavald
Summary

In the current work, electrosppining technique has been used to prepare fiborous gelatin-
based meshes. Such meshes could be useful in tissue engineering and regenerative medicine, as
well as filtering and several other applications.. Electrospun gelatin meshes are water-soluble,
which makes them useless in practice. Gelatin meshes were cross-linked to make them insoluble.
Thermal cross-linking creates chemical bonds between existing gelatin fibres. Altough insoluble
in water, pure cross-linked gelatin meshes are still relatively weak and glucose is added to the
electospinning solution to increase tmechanical strenght of gelatin-based meshes. Glucose forms
chemical cross-links between gelatin molecules during thermal treatment. The additional cross-
links increase gelatin meshes’ mechanical strenght. The aim of the current work was to further
increase mechanical strenght of electrospun gelatin meshes by the addition of KA, ferric citrate,
ferric nitrate or polyaniline. The results show that KAI is the most promising additive and its
effect on gelatin meshes was further analysed in an already published article [6]. The article
concluded that KAI is in fact an effective additive for increasing mechanical strenght of gelatin

meshes.
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