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چكيده
مهندسی بافت یک دانش بین رشته‌ای است که هدف آن حفظ، بهبود یا جایگزینی عملکرد بافت‌های آسیب¬دیده با به کارگیری عوامل و مواد زیستی است. سلولز و مشتقات آن به دلیل دسترسی بالا، قیمت مناسب و زیست¬سازگاری موادی امیدوارکننده برای کاربردهای مهندسی بافت هستند. در این تحقیق نانوکریستال سلولز از پنبه خریداری شده از داروخانه محلی، به روش هیدرولیز اسیدی تهیه شد. به کمک آنالیزهای رنگ کاتیونی، طیف سنجی فروسرخ فوریه، پراش اشعه ایکس، میکروسکوپ الکترونی روبشی و میکروسکوپ نیرو اتمی مشخص شد. نانوکریستال سلولز تهیه شده را میتوان برای بهبود طیف وسیعی از خواص استفاده کرد. هدف از این تحقیق تهیه کردن پودر نانوکریستال سلولز از پنبه و بهبود خواص مکانیکی و بیولوژیکی داربست شیشه زیست فعال / صمغ کتیرا بود.
کليدواژهها: نانو کریستال سلولز، شیشه زیست فعال، صمغ کتیرا، هیدرولیز اسیدی





Fabrication and characterization of cellulose nanocrystals in order to be used as a strengthening agent in the scaffolds of Tragacanth gum/bioactive glass.
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Abstract
Tissue engineering is an interdisciplinary knowledge that aims to maintain, improve or replace the function of damaged tissues by using biological agents and materials. Cellulose and its derivatives are promising materials for tissue engineering applications due to their high availability, reasonable price, and biocompatibility. In this research, cellulose nanocrystals were prepared from cotton purchased from a local pharmacy by acid hydrolysis method. It was identified with the help of cationic dye analysis, Fourier infrared spectroscopy, X-ray diffraction, scanning electron microscope and atomic force microscope. The prepared cellulose nanocrystals can be used to improve a wide range of properties. The purpose of this research was to prepare cellulose nanocrystal powder from cotton and improve the mechanical and biological properties of the bioactive glass/Tragacanth gum scaffold.
Keywords: cellulose nanocrystals, bioactive glass, Tragacanth gum, acid hydrolysis
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مقدمه
مهندسی بافت یک دانش بین رشته‌ای است که هدف آن حفظ، بهبود یا جایگزینی عملکرد بافت‌های آسیبدیده با به کارگیری عوامل و مواد زیستی است. سلولز و مشتقات آن به دلیل دسترسی بالا، قیمت مناسب و زیستسازگاری موادی امیدوارکننده برای کاربردهای مهندسی بافت هستند[1]. سلولز فراوان ترین بیوپلیمر زیستی است، که در گیاهان، حیوانات، جلبکها، قارچها و مواد معدنی مختلف یافت میشود. سلولز جزء ساختاری اصلی گیاهان است که یکپارچگی مکانیکی و ساختاری آنها را حفظ میکند[2]. این پلیساکارید طبیعی متشکل از یک زنجیره خطی از شامل چند صد تا بیش از ده هزار واحد  D-گلوکز است که با بتا-(1-4) پیوندهای گلیکوزیدی دارند. برای هر واحد -Dگلوکز، شش گروه هیدروکسیل و دو پیوند گلیکوزیدی مشخص میشود. وجود گروههای عاملی  هیدروکسیل انعطافپذیری زنجیره پلیمر را محدود کرده و استحکام بیشتری به ساختار این پلیمر میدهد[3]. از سویی وجود این گروههای عاملی حجم بالایی از پیوندهای هیدروژنی را سبب شده و جایگاههای مناسبی برای اصلاح شیمیایی پلیمر فراهم میکند، که باعث دستیابی به مشتقات فراوانی از این پلیمر میشود[4]. سلولز مشتقات فراوانی دارد که در صنایع مختلف از جمله مهندسی پزشکی مورد استفاده قرار میگیرند. از آن میان میتوان به نانوسلولز به عنوان یکی از مواد پرکاربرد در این حوزه اشاره کرد[5].
نانو کریستالهای سلولز (CNCs)،  ذرات سلولزی سوزنی شکل با قطری بین 2 تا 20 نانومتر و طول آن بین 100 نانومتر تا چند میکرون هستند[6]. به دلیل ویژگی‌های منحصر به ‌فردش مانند پایداری، زیست تخریب‌پذیری، چگالی کم، در دسترس بودن و هزینه کم، توجه زیادی را به خود جلب کرده است. بعلاوه، این ذرات دارای نسبت سطح به حجم بسیار زیاد، مدول الاستیک و استحکام کششی بالایی هستند[7].  CNC با ساختار میله مانند را میتوان از منابع مختلفی مانند سلولز میکروکریستالی، سلولز باکتریایی، کنف، سلولز جلبکی، پنبه، چغندرقند و چوب تهیه کرد[8].
از این میان، میتوان به پنبه به عنوان یکی از منابع گیاهی فراوان و در دسترس برای تهیه CNC اشاره کرد[9].
سلولز و مشتقات آن خواص بسیار مطلوبی دارند. و کامپوزیتهای آنها برای تهیه داربستهای مهندسی بافت بسیار مورد توجه اند. CNC به دلیل ساختار کریستالی و میله مانند و در نتیجه فراهم آوری خواص مکانیکی مطلوب گزینه مناسبی برای استحکامدهی به داربستهای استخوانی است. این ذرات همچنین با دارا بودن گروههای هیدروکسیل فراوان میتوانند جایگاههای مناسبی برای جوانه زنی مواد معدنی استخوانی فراهم کرده و خواص زیستی داربستها را نیز افزایش دهند. [11-10]. داربستهای کامپوزیتی از مواد زیستی پلیمری و سرامیکی که ساختاری شبیه به استخوان (حاوی بخش آلی و معدنی) را ایجاد میکنند برای بازسازی بافت آسیبدیده بسیار مناسبند.
شیشه زیست فعال از جمله وسرامیکهای زیستی پرکاربرد در مهندسی بافتهای استخوان است. پیوند این ماده با استخوان بسیار قوی بوده خواص القای استخوانی آن معروف است. با این حال،  مقاومت پایین، داربستهای این مواد در برابر نیروهای فشاری و تردی و شکنندگی از چالشهای جدی در استفاده از آنهاست[10]. برای رفع چالش ترکیب این فاز سرامیکی در زمینه پلیمری مطرح شده است[13].
صمغ کتیرا یکی از پلیمرهای زیستی نوین مطرح شده در زمینه مهندسی بافت استخوان است[14]. به تازگی، در تعدادی از مطالعات از ترکیب این پلیمر با نانوذرات هیدروکسیآپاتیت برای تهیه داربست-های استخوانی استفاده شد که افزایش خواص زیستی ناشی از حضور کتیرا را نتیجه داد[17-15]. هدف از این مطالعه سنتز نانو کریستال-های سلولز از پنبه به عنوان منبعی فراوان و در دسترس به روشی آسان با هیدرولیز اسیدی در حضور اسید سولفوریک است. سپس با توجه به خواص ذکر شده این ذرات به داربست کامپوزیتی شیشه زیست فعال 5s45 و کتیرا اضافه میشوند تا علاوه بر خواص زیستی، خواص مکانیکی مطلوبی را فراهم کنند.  
مواد و روش
پنبه از داروخانههای محلی، سدیم هیدروکسید (NaoH)، اسید سولفوریک، کلسیم کلرید (Cacl2) از شرکت مرک و آب دیونیزه برای تهیه پودر نانوکریستال سلولزی خریداری شد. شیشه زیست فعال 45s5و صمغ کتیرا برای ساخت داربست از اصفهان خریداری شد 

سنتز نانو کریستال سلولز
برای سنتز نانو کریستال سلولز ابتدا پنبه خالص تهیه و آسیاب شد سپس پنبه در محلول5 درصد وزنی NaoH به مدت 4 ساعت در دمای اتاق بر روی استیرر مداوم همزده شد. چندین بار برای حذف ناخالصیها و تنظیم pH با آب دیونیزه شسته شد . پنبه خنثی شده به مدت 24 ساعت در دمای60 درجه سانتی گراد در آون قرار گرفت . سپس پنبه آماده شده در 30 میلی لیتر محلول اسید سولفوریک غلیظ و 60 میلی لیتر آب دیونیزه قرار گرفت و به مدت یک ساعت در دمای 40 درجه سانتیگراد با هم زدن مداوم حرارت داده شد تا محلول همگن شود سپس pH تنظیم شد. سوسپانسیون تهیه شده به مدت  10دقیقه سانتریفیوژ شد تا نانو سلولز بدست آید[11]. این محصول به مدت 48 ساعت دیالیز شد سپس به مدت 12 ساعت در فریزر و در دمای 20- درجه سانتیگراد قرار گرفت. پس از آن و نانو کریستالها در خشک کن انجمادی خشک شدند. برای مشخصه یابی پودر سنتز شده آنالیزهای رنگ کاتیونی، XRD ، FTIR ، SEM و AFM انجام شد.

آنالیزهای مشخصه یابی نانوکریستال سلولزی
آنالیز سولفاته شدن:
برای بررسی این پارامتر، از رنگ کاتیونی متیلن بلو استفاده کردیم. در بشر به میزان 2 میلی لیتر رنگ کاتیونی و 20 میلی گرم نانو سلولز سولفاته شده ریختیم و برروی استیرر با دور 100 rpm قرار داده شد تا زمانی که بیشترین مقدار رنگ را جذب کند.
مورفولوژی ذرات با میکروسکوپ الکترونی روبشی (دستگاه30 Philis ) بررسی شد. برای محاسبه اندازه پودر از نرم افزار ImageJ استفاده شد.
تصویربرداری با میکروسکوپ نیرو اتمی (Bio-AFM, AraResearch, Iran)  نیز به منظور مشخصهیابی دقیقتر انجام شد
The surface roughness values ​​of the samples were determined by the same software after scanning three areas on the surfaces of each sample. Here, the mean values ​​of the mean root squares (RMS) (Rq) were considered.
مقادیر زبری سطح نمونه‌ها توسط همان نرم‌افزار پس از اسکن سه منطقه روی سطوح هر نمونه مشخص می‌شود. در اینجا، مقادیر زبری میانگین مربعات ریشه (RMS) (Rq) در نظر گرفته شد.
The surface roughness values ​​of the samples are determined by the same software after scanning three areas on the surfaces of each sample. Here, the mean values ​​of the mean root squares (RMS) (Rq) were considered.
«نتایج کامل» بار نشد
امتحان مجدد
درحال تلاش مجدد…
درحال تلاش مجدد…
تصاویر AFM توسط نرم افزار Imager ورژن 1.00 ارائه شده توسط شرکت آرا ریسرچ تجزیه و تحلیل شدند.
AFM images were analyzed by Imager software version 1.00 provided by Ara Research Company.
تصاویر AFM توسط نرم افزار Imager ورژن 1.00 که توسط شرکت تحقیقاتی آرا ارائه شده است، مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت.
AFM images were analyzed by Imager software version 1.00 provided by Ara Research Company.
«نتایج کامل» بار نشد
امتحان مجدد
درحال تلاش مجدد…
درحال تلاش مجدد…
به منظور تعیین فازهای موجود در پودرهای تهیه شده، از آنالیز پراش ایکس (XRD) استفاده شد. این آنالیز در ولتاژ 35 کیلوولت و جریان  30میلی آمپر با استفاده از پرتو Cu Kα با دستگاه  (Bruker,   DS-advance)  انجام شد
آنالیز مادون قرمز تبدیل فوریه(FTIR)  (Bruker-Tensor 27 IR, USA) نیز به منظور مشخصهیابی شیمیایی کریستاهای سلولزی مطرح شد.

ساخت داربست
برای ساخت داربست کامپوزیتی، پودر نانو کریستال سلولز در آب مقطر به مدت 1 ساعت به طور مداوم بر روی استیرر همزده شد . بعد از آن محلول صمغ کتیرا خالص سازی شده را به نانو کریستال سلولز اضافه کرده و به مدت  2 ساعت بر روی استیرر قرار دادیم. سپس پودر شیشه زیست فعال 45s5 بر اساس میزان محلول پلیمری به آن اضافه کرده و به مدت 1 ساعت به طور مداوم همزده شد تا محلول همگن بدست آید. در مرحله بعد، آن را در قالب ریخته و به مدت 12 در دمای  -20 درجه سانتی گراد داخل فریزر قرار داده شد و سپس به مدت 24 ساعت در خشک کن انجمادی قرار گرفت تا داربست های مدنظر آماده شوند. برای اتصال عرضی داربست ها از محلول 6 درصد وزنی  Cacl2 استفاده شد و داربست ها به مدت 4 ساعت به صورت ساکن در محلول غوطه ور شدند سپس با آب دیونیزه شست شو داده شده و به مدت 12 ساعت در فریزر قرار گرفتند و در دمای اتاق خشک شدند.

ارزیابی خواص داربست 
بررسی خواص مکانیکی:
استحکام فشاری داربست تهیه شده با استفاده از دستگاه تست یونیورسال  (Instron Ltd., High Wycombe, UK) با بار KN5   اندازه گیری شد. سه نمونه از هر گروه مورد آزمایش قرار گرفتند. داربست ها با سرعت بارگذاری 03/0 میلی متر بر دقیقه فشرده شدند. کرنش فشاری تا 70%  ارتفاع اولیه ثبت شد. 
بررسی خواص بیولوژیکی:
تکثیر سلولی در بازه های زمانی 3 و 7 روز به وسیله کیت اندازه گیری تکثیر سلولی MTT (Sigma Life Science) بر اساس دستورالعمل شرکت ارزیابی شد. 

نتایج و بحث
نانو کریستالهای سلولز: سنتز و مشخصهیابی 
با توجه به اینکه CNCها در این مطالعه با هیدرولیز اسیدی با اسید سولفوریک تهیه شدند، انتظار میرود گروههای سولفات جایگزین بعضی هیدروکسیلها شده باشند و میتوانند به عنوان جاذب برای رنگ کاتیونی متیلن بلو عمل کنند [18]. بنابراین، این آنالیز برای اثبات سولفاته شدن نانوکریستال سلولز سنتز شده به صورت کیفی انجام شد همانطور که در شکل 1 نشان داده شده است پودر سنتز شده بعد از 20 دقیقه رنگ کاتیونی را به خود جذب کرده است. برخی از گروه‌های سولفات حین هیدرولیز روی زنجیره‌های CNC باقی ماندند. این گروه های سولفات سطحی دارای بار منفی هستند و این بار منفی، بار مثبت متیلن بلو را جذب میکند و اتصال الکترواستاتیک  بین مولکولهای ناهمنام رخ میدهد [19].
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شكل 1: سولفاته شدن نانو کریستال سلولزی

یکی از ویژگیهای CNC، ساختار میله ای شکل آن است که در شکل 2 الف این ساختار به خوبی نشان داده شده است. برای بدست آوردن اندازه پودر سنتز شده آن را در آب حل کرده و تصاویر SEM آن گرفته شد. باتوجه به شکل 2 ب میانگین عرض این ذرات 02/11 نانومتر و میانگین عرض آنها 61/48 نانومتر بدست امد که در نمودار 1 نشان داده شده است. در مطالعهای نشان داده شده است که ساختار میلهای سطح را افزایش داده و باعث میشود پودر واکنش پذیرتر باشد[9]. در مطالعهی SEM شکل میله مانند کریستال های سلولز بسیار سفت شده مانند چوب را نشان دادند. این بلورها دارای تنوع در اندازه طول و عرض هستند. میانگین اندازه عرض کریستال‌ها در محدوده‌ 220-280 نانومتر است. بارهای سطحی CNC، عامل اصلی است که CNC را به شدت در محلول پراکنده میکند و بنابراین، میلههای کوتاه تر در مقیاس نانو را میتوان به طور مجزا اختصاص داد[20]. در تحقیقی دیگر نانو سلولز کریستالی سنتز شده از برگ آناناس تقریباً 92٪ از پودر دارای محدوده عرض 20-60 نانومتر و 83٪ دارای طول بین 100-400 نانومتر هستند. که منجر به نسبت ابعاد 6 به3 شد[19].
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شکل 2: شکل (4-2) تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی الف پودر جامد، ب پودر حل شده در حلال آب
[image: C:\Users\Zayanderod\Pictures\12.jpg]
نمودار 1: میانگین طول و عرض پودر سنتز شده
برای تأیید تصاویر SEM از پودر سنتز شده تصویر AFM نیز گرفته شد که نشان دهد CNCهای حاصل از هیدرولیز اسیدی نانو میله های با ساختار سوزنی شکل هستند. این مشاهدات ثابت کرد که استفاده از اسیدسولفوریک با موفقیت ناحیهی آمورف را حذف کرده و منجر به کاهش ابعاد الیاف از میکرون به نانو شده. تفاوت معناداری بین اندازه گیری AFM و SEM وجود دارد. باتوجه به شکل 3 میانگین عرض پودر 155 نانومتر و میانگین طول آن 8/483 نانومتر است این تفاوت اندازه در نتایج حاصل از میکروسکوپ الکترونی و اتمی قبلا هم در مطالعات دیده شده است. در مطالعهای براساس تصاویر TEM میانگین اندازه عرض و طول CNC سنتز شده به ترتیب 2/4 و 8/12 نانومتر است در صورتی که میانگین اندازه طول CNC براساس تصاویر AFM در حدود 97 نانومتر است[20]. تصویر AFM نشان دهنده پراکندگی خوب CNC است، با فعل و انفعالات جانبی کوچکی که بین پودرهای مجاور رخ می دهد. این را می توان به وجود گروه های سولفات در سطح پودر نسبت داد که از تجمع CNC ها به دلیل دافعه الکترواستاتیکی جلوگیری می کند [19].
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شکل 3: تصویر AFM پودر CNC

از پودر CNC آنالیز XRD نیزگرفته شد. میانگین اندازه دانههای کریستالیته با اين روش در پودر57/18 نانومتر بهدست آمد و درصد کریستالی پودر 89% بهدست آمد. پودر  CNCدارای چهار پیک می باشد که عبارتند از : 14/9، 16/5، 8/22 و 34 که انديس میلر آنها به ترتیب(110)، (110)، (200) [9]، (004) میباشد و نمودار آن در نمودار  2 نشان داده شده است[21].
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نمودار 2:  نمودار پراش پرتو ایکس CNC

ساختار شیمیایی نانو کریستالها با آنالیز FTIR مشخصهیابی شد. نمودار 3 پیکهای مرتبط با CNC  را نشان میدهد. ظهور پیکهای جذب در طیفهای FTIR نانوکربستال سلولزی 1685 آب جذب شده توسط سلولز، 1315 جنبش CH2، 1054 ارتعاش کششی حلقه پیرانوز C-O-C، 1371 خمشی C-H، 1425 جنبشی CH2  و 894 پیوندهای β-گلیکوزیدی سلولزی بود[22]. پیوندهای C-O درپیک 1060 و پیوند C-H در پیک 2889 در حلقه های آروماتیک پلی ساکاریدی هستند، در حالی که تیمار قلیایی با حذف گروه های هیدروکسیل پیک 3394 توسط واکنش با NaoH، پیوند هیدروژنی را به حداقل می رساند [20]. ظهور پیک اضافی در CNC در 1230 نشان دهنده حضور گروه سولفات منشا کرفته از هیدرولیز اسیدی است. در منظقه 1500 پیکی رخ نداده که نشان دهنده حذف گروه لیگین است[23].
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نمودار 3: نمودار تابش مادون قرمز CNC

ساخت و مشخصهیابی داربستها
نمودار هاي تنش-کرنش داربست هاي کامپوزیتی  شیشه زیست فعال/ صمغ کتیرا/ نانوکریستال سلولز در نمودار 4 نشان داده شده است. در مطالعه ای دیگر داربستی با ترکیب صمغ زانتان   / شیشه زیست فعال تقویت شده با نانو کریستال سلولزی ساختند. این داربست دارای ساختار بسیار متخلخل با خواص مکانیکی قابل تنظیم و بهبود یافته بود علاوه براین سازگاری سلولی خوبی را داشت که در این تحقیق از 2،6و10% وزنی CNC استفاده شد، که 2% خواص مکانیکی بهتری نسبت به درصدهای دیگر داشت، زیرا در درصد بالای CNC امکان شکست به دلیل تجمع آنها در سطح وجود دارد[24]. در پژوهشی دیگر از CNC و شیشه زیست فعال به عنوان پوشش بر روی فولاد ضدزنگ L 316   استفاده کردند که CNC در این پوشش باعث بهبود در چسبندگی ، تکثیر و تمایز سلولی شد و  شیشه زیست فعال معدنی سازی ماتریس خارج سلولی را تسریع کرد[25]. در مطالعه داربست کامپوزیتی از کتیرا 4درصد وزنی و شیشه زیست فعال 1-4% وزنی ساختند. حضور شیشه زیست فعال باعث یکنواختی ساختار کتیرا شد. نتایج آزمایش مکانیکی فشاری اثر تقویت کننده نانوشیشه زیست فعال را تایید کرد حداکثر استحکام فشاری و مدول الاستیک به ترتیب 0/345 و 0/585 مگاپاسکال بود[16]. در این مطالعه برای ساخت داربست از 30درصد وزنی شیشه زیست فعال/ 4درصد وزنی صمغ کتیر ا/ 1و5 درصد وزنی نانو کریستال سلولزی استفاده شد که نتایج آن در جدول 1 آورده شد. همان طور که در جدول گزارش شده است، افزایش محتوای CNC در داربست سبب کاهش خواص مکانیکی شده است.
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نمودار 4: استحکام فشاری داربستها
جدول 1: بررسی استحکام فشاري و مدول الاستیک داربستها
	نمونه داربست
	استحکام فشاری (MPa)
	مدول الاستیک(MPa)

	CNC5

	35/0
	04/3

	CNC1
	48/0
	03/4



نمودار 5 زنده مانی سلولها را پس از 3 و 7 روز کشت در مجاورت داربست نشان میدهد. میزان CNC با درصد وزنی 5 زنده مانی بیشتر نسبت به 1 درصد وزنی دارد. طبق مطالعات قبلی، CNC به داربستهای شیشه زیست فعال، سطح را سختتر و زبرتر میکند که برای چسبندگی و تکثیر سلولی مناسبتر است [26]. در هر دو نمونه زندهمانی سلولها در سطح بالایی حفظ شده است که بیان کننده زیست سازگاری داربستهای تهیه شده میباشد. با افزایش میزان CNC زنده مانی افزایش یافته، اگر چه تفاوت چندانی بین نمونهها در فواصل زمانی گزارش شده مشاهده نمیشود. 

[image: ]نمودار5: زنده مانی سلول در 3 و 7 روز

نتیجهگیری

پودر CNC با موفقیت از پنبه به روش خشک کردن انجمادی تهیه شد.مزیت این روش این است که در 24 ساعت آماده شدن پودر نیاز به کنترل دما برای جلوگیری از سوختن پودر ندارد. CNC تهیه شده دارای 89% بلورینگی است. از این پودر برای بهبود خواصهای مختلف داربستها استفاده کرد. بنابر نتایج به دست آمده از بررسی خواص مکانیکی و سمیت سلولی، نمونههایی که حاوی 1 درصد وزنی سلولز بودند، میتوانند گزینه مناسبی برای کاربردهای استخوانی باشند. اگرچه، این پژوهش در حال ادامه است و بررسیهای بیشتری جهت مطرح شدن این ترکیب کامپوزیتی برای کاربردهای استخوانی در حال انجام است.
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