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Streszczenie

Biopolimery sg szeroko stosowane w dziedzinie
biomateriatéw. Sg biokompatybilne, biodegradowalne
oraz nietoksyczne dla ludzkiego organizmu. Celem
niniejszych badan eksperymentalnych byto otrzymanie
kompozytow na bazie kolagenu, chitozanu oraz kwasu
hialuronowego modyfikowanych poprzez dodatek
kwasu taninowego. Biopolimery zostaty wymieszane
poprzez sporzgdzenie 1% roztworéw kazdego z nich,
przy czym kolagen oraz chitosan byty wymieszane
w stosunku wagowym 50/50 oraz do tej mieszaniny
zastosowano 1, 2i 5 (w/w%) dodatek kwasu hialurono-
wego. Do mieszaniny dodano nastepnie 2, 5, 10 oraz
20 (w/w%) kwasu taninowego oraz otrzymano skafol-
dy metodg suszenia sublimacyjnego. Probki zarowno
z dodatkiem kwasu taninowego jak i bez niego zostaty
Sscharakteryzowane poprzez pomiar ich wiasciwosci
mechanicznych, analize spektroskopii w podczerwieni
(IR-ATR) oraz obrazowanie przy uzyciu skaningo-
wego mikroskopu elektronowego (SEM). Ponadto
wyznaczono porowatoS$¢ oraz gesto$c¢ kazdego ze
skafoldéw. Wszystkie otrzymane probki byty porowate
i nie zaobserwowano znaczgcych réznic w strukturze
na zdjeciach SEM. Na widmach IR-ATR charakte-
rystyczne piki polimerow takie jak: amidowe I, I, Il
oraz A byly przesuniete po dodatku taniny w wyniku
pojawienia sie wigzan wodorowych oraz oddziatywan
elektrostatycznych. Wyniki pokazujg, ze kwas tanino-
wy moze by¢ wykorzystany jako czynnik sieciujgcy sto-
sowany w celu modyfikacji wia$ciwosci biomateriatow.

Stowa kluczowe: kolagen, chitozan, kwas hialurono-
wy, sieciowanie, kwas taninowy

[Inzynieria Biomateriatow 136 (2016) 21-27]

Wprowadzenie

Kolagen, chitozan oraz kwas hialuronowy zaliczane sg
do grupy biopolimerow. Kwas hialuronowy jest anionowym
polimerem, jego duze ilosci mozna znalez¢ w macierzy ze-
wnatrzkomorkowej i ptynach maziowych. Kwas ten moze byc¢
produkowany przez mikroorganizmy (na przyktad szczepy
paciorkowcéw) oraz z materiatdw pochodzenia zwierzecego
(na przykfad ciato szkliste, grzebienie kogucie, ludzka pepo-
wina). Jego wiasciwosci réznig sie w zaleznosci od jego masy
czgsteczkowej. Przyktadowo, wysokoczgsteczkowy kwas
hialuronowy petni funkcje przeciwzapalng, a temu o niskiej
masie przypisuje sie cechy czynnika pro-zapalnego [1-3].
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Abstract

Biopolymers are widely used in biomaterials
science. They are biocompatible, biodegradable and
non-toxic for human body. The aim of the study was
to obtain scaffolds made of chitosan, collagen and
hyaluronic acid modified by addition of tannic acid.
The biopolymers were mixed as 1% solution, where
collagen and chitosan were mixed in 50/50 (w/w%)
and 1, 2 and 5 (w/w%) of hyaluronic acid was added.
2, 5, 10 and 20 (w/w%) of tannic acid was added to
the mixture and scaffolds were obtained by freeze
drying method. Samples with the tannic acid as well
as without it were characterized by the mechanical
parameters measurement, infrared spectroscopy
(IR-ATR) and scanning electron microscopy (SEM).
Moreover the porosity and density of the scaffolds were
determined. The addition of tannic acid improves the
mechanical properties and porosity of the scaffolds.
All the scaffolds were porous and no significant chan-
ges in the structure were observed at the SEM images.
Inthe IR-ATR spectra characteristic peaks of polymers
as amide [, I, Ill and A were shifted after addition of
tannic acid due to the presence of new hydrogen
bonds and electrostatic interactions. The results show
that tannic acid can be used as a cross-linking agent
to modify the properties of the scaffolds.

Keywords: collagen, chitosan, hyaluronic acid, cross-
-linking, tannic acid

[Engineering of Biomaterials 136 (2016) 21-27]

Introduction

Collagen, chitosan and hyaluronic acid belong to the
group of biopolymers. Hyaluronic acid is anionic polymer;
its large amounts can be found in extracellular matrix and
synovial fluids. It can be produced by microorganisms (for
example pneumococcal strains) or isolated from natural
sources (for example from vitreous, rooster combs, human
umbilical cord). Its properties depend on the molecular
weight. High molecular weight hyaluronic acid has anti-
inflammatory function; however, this one with low molecular
weight is a pro-inflammatory factor [1-3]. Collagen is the main
protein in the mammals’ body. Nowadays there are 29 types
of collagen. It has a triple, right-twisted helix constructed
by three left-handed amino acid chains. Main amino acids
present in collagen structure form sequence of GLY-X-Y
(GLY-glycine) where X and Y are proline and hydroxyproline.
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Kolagen to jedno z najczesciej wystepujacych biatek w or-
ganizmie ssakéw. Wyréznia sie 29 typow kolagenu. Biatko
to ma budowe potréjnej, skreconej prawoskretnie, helisy,
utworzonej z trzech lewoskretnych tancuchéw sekwencji
aminokwasowych. W strukturze kolagenu wyréznia sie
sekwencje aminokwaséw GLY-X-Y (GLY-glicyna), gdzie
X iY to zwykle prolina i hydroksyprolina. W organizmach
zwierzecych kolagen przyspiesza gojenie sie ran, koniecz-
ny jest do tworzenia i regeneracji naczyn krwionosnych,
tkanki tacznej oraz wspomaga uktad kostny [4-6]. Chitozan
jest rozpuszczalnym w wodzie polimerem kationowym.
Powstaje w wyniku deacetylacji chityny, przy czym aby
powstat chitozan konieczne jest osiggniecie 50% stopnia
deacetylacji. Charakteryzuje sie dobrg biozgodnoscia,
biodegradowalnoscig oraz wtasciwosciami nawilzajgcymi,
grzybobojczymi i antybakteryjnymi. Znalazt zastosowanie w
medycynie oraz przemysle kosmetycznym. Ze wzgledu na
mozliwosci adsorbujgce wiokna chitozanu mozna stosowac
w oczyszczalniach sciekéw. Ponadto chitozan znalazt zasto-
sowanie w szeregu branz, takich jak: spozywcza, tekstylna,
papiernicza, fotograficzna, chemiczna [7-10].

Biopolimerom przepisuje sie szereg cech, dzigki ktérym
znalazty one zastosowanie w medycynie. Przede wszystkim
istotna jest ich biokompatybilno$¢, ale ceni sie je rowniez
za fatwo$¢ modyfikacji i ponownego przetwarzania oraz
odpowiednig cene. Mozna je uzywac¢ do produkcji mate-
riatbw stosowanych w dentystyce, implantologii, opatrun-
kach, protezach, w przemysle farmaceutycznym, inzynierii
tkankowej [11]. Tak szerokie zastosowanie powoduje, ze sg
one czestym przedmiotem badan nad ich wiasciwosciami
i mozliwosciami modyfikacji.

Aby moc modyfikowaé biopolimery czesto stosuje sie
sieciowanie. Proces ten prowadzi do nadania nowych wias-
ciwosci chemicznych oraz fizycznych. Wyrdznia sie siecio-
wanie fizyczne, chemiczne i enzymatyczne. W przypadku
fizycznego sieciowania wykorzystuje sie wptyw temperatury
oraz promieniowania (UV, gamma). Podczas sieciowania
chemicznego zachodzi reakcja miedzy polimerem a czyn-
nikiem sieciujgcym [12-14].

W naszej pracy zaproponowano chemiczne sieciowa-
nie mieszaniny wyzej wymienionych biopolimeréw, takich
jak kolagen, chitozan oraz kwas hialuronowy, za pomocg
kwasu taninowego. Kwas ten zbudowany jest z glukozy
i czgsteczek kwasu galusowego. Stosuje sie go jako czynnik
sieciujgcy w biomateriatach [15].

Materialy i metody

Kolagen zostat wyizolowany w laboratorium ze $ciegien
szczurzych ogonéw. Chitozan (M, =5.4 -10° g/mol; DD = 77%)
zostat zakupiony w firmie Fluka oraz kwas hialuronowy
(HA), jak i kwas taninowy (TA) zostaly zakupione w firmie
Sigma-Aldrich. Chitozan oraz kolagen (jako 1% roztwory
w 0,1 M kwasie octowym) zostaty zmieszane w stosunku
masowym 50/50. HA (jako 1% roztwér w 0,1 M kwasie
chlorowodorowym) zostat dodany w ilosci 1, 2 oraz 5%
wag. Kwas taninowy w postaci proszku zostat dodany do
mieszaniny polimeréw w ilosci 2, 5, 10 oraz 20 % wag.
jako czynnik sieciujgcy. Roztwory zostaty umieszczone
w polistyrenowych ptytkach i zamrozone w temperaturze
-80°C. Nastepnie zamrozone mieszaniny zostaty poddane
liofilizacji w temperaturze -55°C oraz pod ci$nieniem 5 Pa
przez 48 h (ALPHA 1-2LD plus, CHRIST, Niemcy). Probki
mieszaniny chitozanu oraz kolagenu zostaty pozostawione
jako proby kontrolne.

In animal bodies collagen enhances the healing of wounds,
creation and regeneration of vessels, connective tissue and
it supports the skeletal system [4-6]. Chitosan is soluble in
water cationic polymer. It is obtained in deacetylation pro-
cess from chitin, where it is necessary to obtain at least 50%
of deacetylation degree. It is biocompatible, biodegradable
and has moisturizing properties as well as antifungal and
antibacterial ones. Chitosan found application in medicine
and cosmetic industry. Moreover it is used in food, chemical,
paper, photographic industry [7-10].

Biopolymers have many properties, which are relevant
for their use in medicine. The main aspect is their biocom-
patibility, but also the easy way to modify their properties,
possibility to recycle and reasonable price. Natural polymers
can be used to produce materials for dental application, as
dressing, dentures and tissue engineering [11]. Such wide
application results that biopolymers are in a great interest
for the research of their properties and new potential pos-
sibilities of modification.

Biopolymers can be modified by the cross-linking pro-
cess. It can lead to new chemical and physical properties.
Cross-linking process can be chemical, physical and enzy-
matic one. In the case of physical cross-linking process the
temperature and radiation (UV or gamma) are used. Dur-
ing the chemical cross-linking the chemical reaction takes
place between polymer and cross-linking agent [12-14].

The aim of this study was chemical cross-linking of triple
components blend of biopolymers (collagen, chitosan and
hyaluronic acid) by tannic acid addition. Tannic acid is built
of glucose and gallic acid. It can be used as cross-linking
agent in biomaterials [15].

Materials and Methods

Collagen was obtained from rat tail tendons in the
laboratory. Chitosan (M, = 5.4 - 10° g/mol; DD = 77%) was
purchased from Fluka and hyaluronic acid (HA) and tannic
acid (TA) from Sigma-Aldrich. Chitosan and collagen (as 1%
concentration in 0.1 M acetic acid) mixtures were prepared
by mixing two solutions in the weight ratio 50/50. HA (as 1%
concentration in 0.1 M hydrochloric acid) was added as 1, 2
and 5 w/w% addition. Tannic acid in a solid phase was added
to the mixture of chitosan, collagen and hyaluronic acid as
2, 5, 10 and 20 w/w% addition as a cross-linking agent.
Solutions were mixed and put into the polystyrene container
and then placed in a freezer at -80°C. Frozen mixtures were
lyophilized at -55°C and 5 Pa for 48 h (ALPHA 1-2LD plus,
CHRIST, Germany). Chitosan/collagen scaffolds were left
as control probes.

Spectra of the attenuated total reflected infrared spectros-
copy were obtained. For scaffolds IR spectra were obtained
using a Nicolet iS10 spectrophotometer equipped with an
ATR device with diamond crystal [21]. All spectra were re-
corded in absorption mode at a 4 cm™' interval and 64 scans.

The density and porosity of scaffolds were measured
by isopropanol displacement, because it does not wet the
sample [4]. Samples were put into the known volume of
isopropanol. After 5 min the change in volume of isopro-
panol-impregnated scaffold was measured. The sample
was removed from the solution and again the difference
in isopropanol volume was determined. The density of the
porous sample (d) was calculated:

go W
V,—V, M

where: W is sample weight, V, is the total volume of iso-
propanol and isopropanol-impregnated scaffold, V, is the
isopropanol volume after sample removing.
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Spektroskopia w podczerwieni zostata wykorzystana do
wykonania widm celem obserwacji potozenia charaktery-
stycznych pikéw pochodzacych od grup znajdujgcych sie
w strukturze polimeréw. Widma IR otrzymano wykorzystujgc
technike ATR z diamentem (Nicolet iS10). Wszystkie widma
zostaty zarejestrowane z rozdzielczoscig 4 cm™' i liczbg 64
skanéw.

Gestos¢ i porowatos¢ skafoldow zostaty wyznaczone
poprzez zanurzenie probek w izopropanolu, poniewaz
Z jego uzyciem zwilzanie skafoldéw nie jest obserwowane.
Prébki o znanej masie zostaty umieszczone w okreslonej ob-
jetosci izopropanolu. Po 5 min zostata zanotowana zmiana
objetosci izopropanolu, a nastepnie prébka zostata wyjeta
i réznica objetosci zostata zmierzona ponownie. Gestos$¢
skafoldu zostata wyznaczona ze wzoru:

W
4= v,V ™
gdzie: W to masa probki [mg], V, to objetos¢ izopropanolu
razem z zanurzong probka, V, objeto$¢ izopropanolu po
wyjeciu probki. Porowatos¢ (€) zostata obliczona na pod-
stawie wzoru:

V, -V,

€= Vv,

- 100% 2)
gdzie: V,, V; to oznaczenia stosowane powyzej, V, to po-
czgtkowa objetos¢ izopropanolu.

Wiasciwosci mechaniczne byly mierzone przy uzyciu
maszyny wytrzymatosciowej (Z.05, Zwick/Roell, Niemcy)
dla kazdego rodzaju prébki. Cylindryczne prébki o $rednicy
15 mm oraz wysokosci 14 mm byly przygotowane do te-
stéw mechanicznych. Wszystkie pomiary byly prowadzone
w temperaturze oraz wilgotnosci pokojowej. Predkosc¢
poczatkowa zostata ustawiona na 2 mm/min. Modut $ciska-
nia to modut Younga dla procesu $ciskania, ktéry okresla
sztywnos$¢ elastycznej prébki. Jest liczony z nachylenia
krzywej naprezenie-odksztatcenie w liniowym obszarze
(w obszarze odksztatcenia od 2 do 5%). Dla kazdego typu
probki wykonano minimum 10 pomiaréw.

Morfologia probek zostata zbadana przy uzyciu skanin-
gowego mikroskopu elektronowego (SEM) (LEO Electron
Microscopy Ltd, Anglia). Skafoldy byty przeciete skalpelem
po zamrozeniu ich w cieklym azocie przez 3 min. Probki
byly pokrywane ztotem i obserwowana byta wewnetrzna
struktura kompozytu.

Wyniki i dyskusja

Przeprowadzono badania wiasciwosci mechanicznych
kazdej z prébek; wyznaczone parametry takie jak modut
Younga oraz sita sciskajgca sg przedstawione w TABELI 1.

Dodatek kwasu hialuronowego do mieszaniny chitozanu
oraz kolagenu powoduje poczatkowo zmniejszenie modutu
Younga oraz sity zrywajacej (dla 1% dodatku), a nastepnie
zwiekszenie parametrow mechanicznych. Dodatek kwasu
taninowego powoduje polepszenie wtasciwosci mecha-
nicznych w poréwnaniu z materiatami nieusieciowanymi.
Najwyzszy modut Younga charakteryzuje prébke chitoza-
nu oraz kolagenu z 5% dodatkiem kwasu hialuronowego
z 20% dodatkiem kwasu taninowego. Sita $ciskajgca osiaga
najwyzsze wartosci dla prébki tego samego rodzaju, przy
czym dodatek kwasu taninowego nie powoduje znacznej
zmiany wartosci.

The porosity (€) of the scaffold was calculated using the
equation:
V, -V,

€= Vv,

where V,, V, as above, V, is the initial volume of isopropanol.

Mechanical properties were measured by mechanical
testing machine (Z.05, Zwick/Roell, Germany) for each kind
of sample. Cylindrical samples with a diameter of 15 mm
and height of 14 mm were prepared for mechanical testing.
All measurements were carried out at room temperature
and humidity. The cross-head speed was set at 2 mm/min.
The compressive modulus is a Young's modulus for the
compression process, where it determinates the stiffness
of an elastic scaffold. It was calculated from the slope of the
stress-strain curves in the linear region (strain from 2 to 5%).
For each kind of sponge, at least ten samples were tested.

The morphology of the samples was studied using scan-
ning electron microscope (SEM) (LEO Electron Microscopy
Ltd, England). Scaffolds were cut with a razor scalpel after
being frozen in liquid nitrogen for 3 min. Samples were
covered with gold layer and the cross-section structure
was observed.

Results and Discussions

Mechanical properties were measured for each kind of
samples, mechanical parameters as Young's modulus and
maximum compressive strength are shown in TABLE 1.

The addition of hyaluronic acid to the mixture of chitosan
and collagen firstly decreases the Young's modulus and
compressive strength (for 1% addition), and then the im-
provement of mechanical parameters was observed. The
addition of tannic acid improves mechanical properties in
comparison to materials which were not cross-linked. The
highest Young's modulus characterizes the sample of chi-
tosan and collagen with 5% addition of hyaluronic acid with
20% of tannic acid. Compressive strength has the highest
values for the same kind of sample, where the addition of
tannic acid does not cause any significant changes.

Infrared spectra were made to determine the localization
of characteristic groups present in collagen, chitosan and
hyaluronic acid structure, as well as to determine the pres-
ence of new bonds and interactions between polymers and
between polymers and cross-linking agent. The spectra of
chitosan, collagen and 5% hyaluronic acid with 20% (CTS/
Coll/5HA+20%TA) and without tannic acid addition (CTS/
Coll/5HA) are presented in FIG. 1 and all of the results of
IR analysis are shown in TABLE 2.

The addition of hyaluronic acid to chitosan/collagen blend
leads to the shift of characteristic bands in IR spectra. It sug-
gests that HA interacts with collagen and chitosan, probably
by the hydrogen bonds and electrostatic interactions. The
localization of C-O-C groups does not change more than
4 cm where it is the value of IR device resolution. Addition of
tannic acid causes the shift of peak from Amide A and Ill for
the mixture of chitosan and collagen, and for scaffolds with
hyaluronic acid addition Amide A and Amide I. Moreover the
shift of Amide Il bond is a result of the interaction between
amine group and it means that new interactions are form
between those groups and tannic acid.

The porosity of scaffold and its density measurement
results are shown in TABLE 3.
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TABELA 1. Parametry mechaniczne: modut Yo-
unga (E,.,) oraz sita sciskajaca (F,,.,) zmierzone
dla kompozytéw chitozanu/kolagenu (CTS/Coll),
chitozanu/kolagenu z 1% kwasem hialuronowym
(CTSI/Coll/1HA), 2% (CTS/Coll/2HA) oraz 5% (CTS/
Coll/5HA) z 2, 5, 10 oraz 20% dodatkiem kwasu
taninowego (TA).

TABLE 1. Mechanical parameters as Young modulus
(E.mos) and compressive strength (F,,..,) measured for
chitosan/collagen scaffolds (CTS/Coll), chitosan/
collagen with 1% hyaluronic acid (CTS/Coll/1HA),
2% (CTS/Coll/2HA) and 5% (CTS/Coll/5HA) with
2, 5, 10 and 20% addition of tannic acid (TA).

Skafold

TABELA 2. Charakterystyczne grupy funkcyjne
kompozytow chitozanu oraz kolagenu z 2% do-
datkiem kwasu taninowego (CTS/Coll+2%TA) oraz
20% (CTS/Coll+20%TA), jak rowniez chitozanu
i kolagenu z 5% dodatkiem kwasu hialuronowego
oraz 2% kwasu taninowego (CTS/Coll/5HA+2%TA)
oraz 20% (CTS/Coll/5SHA+20%TA).

TABLE 2. Characteristic bands in IR spectra of chi-
tosan/collagen scaffolds with 2% addition of tannic
acid (CTS/Coll+2%TA) and 20% (CTS/Coll+20%TA)
as well as chitosan/collagen and 5% addition
of hyaluronic acid with 2% of tannic acid (CTS/
Coll/5HA+2%TA) and 20% (CTS/Coll/5HA+20%TA).

Liczba falowa [cm™']

Grupa funkcyjna

Scaffold Ena (kP2 Fonax [kP2] Wavenumber [cm™] Characteristic group
bez dodatku TA / without tannic acid (TA) CTS/Coll
CTS/Coll 1.95+0.15 8.02+0.16 3334 Amidowe A/ Amide A
CTS/Coll/1HA 3.92+0.11 14.35+0.12 1628 Amidowe | / Amide |
CTS/Coll/2HA 5.73 £ 0.09 18.99 £ 0.09 1534 Amidowe Il / Amide Il
CTS/Coll/5HA 5.17 £ 0.05 15.05 £ 0.11 1245 Amidowe Ill / Amide IlI
2% TA 1067 C-0-C
CTS/Coll 19.2+52 13.2+2.1 CTS/Coll+2%TA
CTS/Coll/1HA 6.8+2.0 13.5+0.4 3329 Amidowe A/ Amide A
CTS/Coll/2HA 286+4.4 240+4.2 1629 Amidowe | / Amide |
CTS/Coll/5HA 36.4+59 328+27 1519 Amidowe Il / Amide I
5% TA 1243 Amidowe Ill / Amide IlI
CTS/Coll 23.4+35 13.0+1.3 1066 C-0-C
CTS/Coll/1THA 13.0+ 3.0 19.1+£1.9 CTS/Coll+20%TA
CTS/Coll/2HA 216+3.7 255+23 3324 Amidowe A/ Amide A
CTS/Coll/5HA 349+29 343+25 1620 Amidowe | / Amide |
10% TA 1514 Amidowe Il / Amide Il
CTS/Coll 13.9 £ 3.1 1.9+14 1233 Amidowe Ill / Amide IlI
CTS/Coll/1HA 13.0+2.6 17.4 £ 0.6 1067 C-0-C
CTS/Coll/2HA 294 +3.8 30.3+1.0 CTS/Coll/5HA
CTS/Coll/5HA 355+6.4 37.3+3.7 3335 Amidowe A/ Amide A
20% TA 1644 Amidowe | / Amide |
CTS/Coll 16.1+2.1 13.1+£1.6 1538 Amidowe Il / Amide Il
CTS/Coll/1HA 122+2.0 18.4+£0.7 1239 Amidowe Ill / Amide IlI
CTS/Coll/2HA 17.0+£0.8 26.4+1.4 1072 C-0-C
CTS/Coll/5HA 411+5.2 359+1.8 CTS/Coll/5SHA+2%TA
Widma w podczerwieni zostaty wykonane celem okre- 3315 Amidowe A/ Amide A
Slenia potozenia charakterystycznych grup w strukturze 1635 Amidowe | / Amide |
kolag'enu., chitozang oraz k\{vasu’hialuronow_ego,jal’( réwniei 1538 Amidowe Il / Amide Il
okreslenia wystgpienia wigzan lub oddziatywan miedzy
polimerami oraz pomiedzy polimerami i $rodkiem sieciu- 1239 Amidowe Il / Amide lI
jacym. Przyktadowe widma prébek chitozanu, kolagenu 1070 C-0-C
o . o )
taniny (CTOICOIISHALZO%TAY oras bes caynhika seci CTS/CollSHA20%TA
jacego (CTS/Coll/5HA) zostaty przedstawione na RYS. 1. 3313 Amidowe A/Amide A
Natomiast wszystkie wyniki analizy w podczerwieni zostaty 1631 Amidowe | / Amide |
zestawione w TABELI 2. 1524 Amidowe I / Amide |
1200 Amidowe Ill / Amide IlI
1072 C-0-C
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——CTS/Coll/5HA TABEL;\ 3. :o;o:»ll(attla(éé (€) c;raz_ gestosc (d) probek
) z oraz bez dodatku kwasu taninowego.
— CTSICOllISHA +20%TA TABLE 3. The porosity (€) and density (d) of sam-
1,0 ples with and without tannic acid addition.
0,9
g Skafold € d
IS 08 Scaffold [%] [mg/cmd]
g 0.7 bez dodatku TA / without tannic acid (TA)
< o6 CTS/Coll 60 19
% 0,5 CTS/Coll/1HA 65 21
S5 o4 CTS/Coll/2HA 69 39
o]
g 03 CTS/Coll/5HA 71 43
o]
< o2 2% TA
o CTS/Coll 71 40
' CTS/Coll/1HA 73 46
0,0
3600 3100 2600 2100 1600 1100 600 CTS/Coll/l2HA 72 12
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RYS. 1. Widma IR skafoldu chitozanu, kolagenu
oraz 5% dodatku kwasu hialuronowego z 20% CTS/Coll/THA 74 54
dodatkiem taniny (CTS/Coll/5HA+20%TA) oraz bez CTS/Coll/2HA 76 16
czynnika sieciujgcego (CTS/Coll/5HA).
FIG. 1. IR spectra of chitosan, collagen, 5% hyal- Crsicoligni 7 2
uronic acid with 20% addition of tannic acid (CTS/ 10% TA
Coll/5HA + 20%TA) and without it (CTS/Coll/5HA). CTS/Coll 84 45
) . o CTS/Coll/1HA 79 56
Dodatek kwasu hialuronowego powoduje przesuniecie
potozenia pasm w widmach IR charakterystycznych grup. CTS/Coll/l2HA 89 24
Moze to sugerowac, iz oddziatuje on z kolagenem oraz CTS/Coll/5HA 72 27
chitozanem, prawdopodobnie poprzez tworzenie wigzan 20% TA
wodorowych oraz oddziatywan elektrostatycznych. Lokali- 0
zacja grupy C-O-C nie zmienia sie wiecej niz o 4 cm™, co CTS/Coll 91 24
jest rozdzielczoscig aparatu. Dodatek kwasu taninowego CTS/Coll/1HA 81 20
powoduje przesuniecie piku pasma pochodzacego od grup
amidowej A oraz Il dla mieszaniny chitozanu oraz kolagenu, CTS/Coll’2HA 91 33
natomiast dla kompozytéw z kwasem hialuronowym prze- CTS/Coll/5HA 77 33

suniecie jest obserwowane dla pasma amidowego A oraz I.
Oznacza to pojawienie sie nowych oddziatywan miedzy tymi
wiasnie grupami a kwasem taninowym.

Porowatos¢ skafoldu oraz gestosc probek zostata zmie-
rzona, a wyniki przedstawione w TABELI 3.

Dodatek kwasu hialuronowego zwigksza porowatos¢
oraz gestos¢ probek bez dodatku kwasu taninowego.
Wraz ze wzrostem ilosci kwasu taninowego porowatos¢
rosnie w przypadku wszystkich prébek. Parametry te za-
lezg od obecnos$ci kwasu taninowego, gdzie porowato$¢
oraz gestos$¢ rosng wraz ze wzrostem zawarto$ci czynnika
sieciujgcego. Wérdd prébek z tg samg zawartoscig kwasu
taninowego prébki z 5% dodatkiem kwasu hialuronowego
majg nizszg porowatosc¢ niz probki z mniejszg zawartoscig
kwasu lub bez jego dodatku.

Strukture kompozytéw chitozanu, kolagenu oraz kwasu
hialuronowego z dodatkiem kwasu taninowego zaobserwo-
wano za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego.
Przyktadowe zdjecia SEM przedstawione sg na RYS. 2.
Nie mniej jednak wszystkie skafoldy zostaty zbadane
i scharakteryzowane jako materiaty porowate z porami
wzajemnie potgczonymi [16,17]. Skafoldy bez dodatku
kwasu hialuronowego majg strukture bardziej warstwowg
niz prébki bez kwasu.

Addition of hyaluronic acid increases the porosity and
density for samples without tannic acid. After the increas-
ing addition of tannic acid the porosity increases for all the
samples. Those parameters depend on the tannic acid
content, where porosity and density increase with increas-
ing amount of tannic acid. With the same amount of tannic
acid samples with 5% addition of hyaluronic acid have lower
porosity than samples with lower content of HA or without it.

The structure of chitosan, collagen and hyaluronic acid
scaffolds with tannic acid addition was observed with the
use of scanning electron microscope. In the FIG. 2 exam-
ples of SEM images are shown. Nevertheless all obtained
3D samples were studied and they are characterized by
porous structures with interconnected pores [16,17]. Scaf-
folds without hyaluronic acid have more layer by layer
structure than those without it.
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RYS. 2. Zdjecia wykonane skaningowym mikroskopem elektronowym: a) CTS/Coll +2%TA, b) CTS/Coll +20%TA,

c) CTS/Coll/5HA +2%TA, d) CTS/Coll/5HA +20%TA.

FIG. 2. Scanning electron microscope images of: a) CTS/Coll +2%TA, b) CTS/Coll +20%TA, c) CTS/Coll/5HA

+2%TA, d) CTS/Coll/5HA +20%TA.

Whioski

Nowe materiaty kompozytowe moga by¢ otrzymane
na bazie chitozanu, kolagenu oraz kwasu hialuronowego.
Mogg by¢ one sieciowane poprzez dodatek kwasu tanino-
wego. Wiasciwosci mechaniczne otrzymanych materiatow
zalezg od zawartosci polimeréw oraz procesu sieciowania.
Dodatek kwasu hialuronowego zmniejsza sztywnosc¢ ska-
foldu, poniewaz kwas hialuronowy silnie absorbuje wode
z powietrza. To sugeruje, iz materiat jest bardziej elastyczny.
Proces sieciowania zachodzi na skutek formowania nowych
oddziatywan elektrostatycznych oraz wigzan wodorowych,
ktére wplywajg na zmiane struktury materiatéw oraz ich
wtasciwosci. Porowatos¢ oraz gestos¢ materiatu jest
zwigzana ze sktadem prébek. Dodatek kwasu taninowego
zwieksza porowatos¢ poprzez formowanie oddziatywan
oraz reorganizacje struktury skafoldu. Wszystkie otrzymane
materiaty sg porowate z wzajemnie potgczonymi porami, co
jest niezbedne w przypadku potencjalnego ich zastosowania
w inzynierii tkankowe;.
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Conclusions

New scaffolds can be obtained on the base of chitosan,
collagen and hyaluronic acid. They can be cross-linked by
addition of tannic acid. The mechanical properties of ob-
tained scaffolds depend on the content of polymers used as
well as on cross-linking process. Addition of hyaluronic acid
reduces the stiffness of scaffolds because hyaluronic acid
is hygroscopic. It suggests that materials are more elastic.
The cross-linking process takes place by the presence of
new interactions such as hydrogen bonds and electrostatic
interactions which influence the scaffold structure and prop-
erties. The porosity and density of the scaffolds depends
on the content of natural polymers. Addition of tannic acid
increases the porosity due to the formation of new interac-
tions and reorganization of scaffolds structure. All samples
obtained in this study are porous with interconnected pores
what is required for the scaffolds used in tissue engineering.
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