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Streszczenie

Celem przeprowadzonych badan byto uzyskanie
nowego wielofunkcyjnego biomateriatu do regeneracji
tkanki kostnej, spetniajgcego wymagania stawiane
przez nowe trendy w medycynie regeneracyjnej.
Biorgc pod uwage wymagania zwigzane ze zgodnos$cig
biologiczng oraz minimalng szkodliwoscig implantu dla
organizmu ludzkiego, z grupy dostepnych naturalnych
i syntetycznych polimerdow jako najbardziej obiecujgcy
wybrany zostat chitozan. Chitozan jest coraz czeSciej
uzywanym polimerem w zastosowaniach medycznych,
takich jak: opatrunki, systemy dostarczania leku,
system dostarczania genéw, podfoza do regeneracji
kosci i tkanek migkkich, itp. Istotng zaletg chitozanu
jest jego zdolno$¢ do tworzenia fazy hydrozelowej i ta
wiasciwosc jest wykorzystywana przez naukowcow do
uzyskiwania nowych biomateriatow. Obecnie hydro-
Zele sg uzywane w zastosowaniach sensorycznych
wykorzystujgcych sygnaty temperaturowe, pH, sity
Jjonowej, jonowe czy przytozonego zewnetrznego pola
magnetycznego do wywotania oczekiwanej odpowie-
dzi. W niniejszej pracy zostat zastosowany syntetycz-
ny nanokrzemian warstwowy pod nazwg handlowg
Laponite® XLS zamiast powszechnie stosowanych
organicznych srodkow sieciujgcych czesto szkodliwych
dla pacjenta. Uzyskane probki zostaty scharakteryzo-
wane za pomocg roznicowej kalorymetrii skaningowej
(DSC), spektroskopii w podczerwieni z transformacjg
Fouriera (FT-IR), dyfrakcji rentgenowskiej oraz testu
nasigkliwo$ci. Do wstepnego okreslenia bioaktywnosci
materiatow zastosowano test w warunkach in vitro
zaproponowany przez Kokubo. Uzyskane dane pod-
dane ocenie i szczegotowej analizie daty pozytywne i
obiecujgce wyniki.

Stowa kluczowe: chitozan, Laponite®, rusztowanie,
regeneracja tkanki kostnej

[Inzynieria Biomateriatow 126 (2014) 31-39]

Wstep

W dzisiejszych czasach, kiedy wypadki i choroby sag
odpowiedzialne za niemal wszystkie uszkodzenia tkanki
kostnej, zadaniem inzynierii materiatowej jest otrzyma-
nie odpowiedniego biomateriatu wspomagajgcego jej
rekonstrukcje. Kos¢ jest wielofazowym kompozytem
sktadajgcym sie z zewnetrznej fazy - zbitej tkanki kost-
nej, oraz wewnetrznej fazy - ggbczastej tkanki kostne;.
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Abstract

The aim of the study was to obtain novel multifun-
ctional biomaterials for bone tissue regeneration fulfil-
ling the requirements imposed by new trends in rege-
nerative medicine. Taking into account that implant has
to be biocompatible and less harmful to humans, from
a group of available natural and synthetic polymers
chitosan was chosen as one of the most promising
biomaterials. Chitosan is more and more commonly
used in medicine for wound dressings, drug delivery
systems, gene delivery systems, scaffolds for bone
and soft tissue regeneration etc. Important advantage
of chitosan is its ability to create hydrogel phases and
this property is used by scientists to obtain novel bio-
materials. Nowadays hydrogels are commonly used in
sensing applications using temperature, pH, ions, ionic
strength or external magnetic field mechanisms to
trigger the desired response. Having regarded patient
care, synthetic nanoclay (trade name Laponite® XLS)
was applied instead of commonly used organic cross-
-linkers. Obtained specimens were characterized by
differential scanning calorimetry (DSC), Fourier Trans-
form Infrared Spectroscopy (FT-IR), X-ray diffraction
and water soaking test. The in vitro test proposed by
Kokubo was performed to determine bioactivity of the
materials. Obtained data were analyzed in detail and
provided positive and promising information.

Keywords: chitosan, Laponite®, scaffold, bone tissue
regeneration

[Engineering of Biomaterials 126 (2014) 31-39]

Introduction

Nowadays, when accidents and diseases are responsible
for almost all bone tissue damages, materials engineering
is going forward to accomplish requirements for bone re-
placement biomaterials. According to materials engineering
bone is a multiphase composite combined form exterior
compact osseous tissue and interior spongy osseous tis-
sue. These biologically identical tissues are very different in
their microstructure, which influences their functions. When
compact tissue provides mechanical properties like stiffness
and elasticity, spongy tissue, owing to its porous structure,
ensures transport of biological fluids [1].
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Te biologicznie identyczne tkanki bardzo réznig si¢ budowag
mikrostrukturalng, co powoduje zréznicowanie ich funkciji.
Istota zbita zapewnia wiasciwosci mechaniczne, takie jak
sztywnos$c¢ i sprezystosc, natomiast istota ggbczasta, dzieki
porowatej strukturze, zapewnia mozliwos¢ transportu pty-
now biologicznych [1].

Materiaty na podtoza dla regeneracji tkanki kostnej po-
winny by¢: bioaktywne i biozgodne, bioresorbowalne, nie-
toksyczne (zaréwno sam materiat jak i produkty degradaciji),
tatwo formowalne i stosunkowo proste w otrzymywaniu [2].
S3 to powody, dla ktérych klasycznie stosowane materiaty
poddaje sie modyfikacji w celu poprawienia ich bioaktywnosci,
zwilzalnosci, wytrzymatosci mechanicznej oraz stabilnosci
termicznej i chemicznej [3,4]. Niektére z biomateriatow
wykazujg czes¢ parametrow adekwatnych do planowanych
zastosowan, co utatwia ich modyfikacje, a przyktadem jest
chitozan. Obecnie powszechnie stosowane hydrozele sg
tréjwymiarowymi hydrofilowymi sieciami polimerowymi,
ktorych wiasciwos$ci zalezg od Srodowiska zewnetrznego.
Najbardziej popularnymi i poszukiwanymi przez badaczy
materiatami sg te, ktére reagujg zmiang objetosci w odpow-
iedzi na bodzce zewnetrzne, takie jak pH, temperatura, sita
jonowa i pole elektryczne lub magnetyczne [5].

Chitozan jest polisacharydem pochodzenia naturalnego
uzyskiwanym poprzez alkaliczng deacetylacje proszku
chityny otrzymywanej ze skorupek bezkregowcéw (np.
krewetek). Chtozan o wysokiej czystosci mozna takze
otrzymaé w wyniku hodowli specyficznych gatunkéow grzy-
bow [6]. Kohn i in. w swojej pracy przedstawili najczesciej
uzywane biodegradowalne polimery stosowane do produkciji
materiatow dla potrzeb inzynierii tkankowej, a wsrdd nich
chitozan, ktory posiada zestaw niezbednych wtasciwosci
wymaganych dla przysztych zastosowan w tej dziedzinie [7].
Wedtug Malette i in. implanty na bazie chitozanu sg dobrze
tolerowane i nieantygenowe w poréwnaniu z materiatami
z modnego obecnie kwasu hialuronowego [8]. Dodatkowo
mozna z niego w prosty sposob tworzy¢ porowate hydrozele
i hydrozelowe nanokompozyty. Nowe struktury hydrozelowe
mozna uzyskac na kilka ré6znych sposobow, m.in. poprzez
zamykanie biomolekut, jako systemy dostarczania lekéw,
genow czy ukfady teranostyczne. Do chitozanowej matrycy
oraz jego kompozytéw wprowadza sie liczne srodki terapeu-
tyczne, na przyktad: antybiotyki, leki przeciwnowotworowe,
przeciwzakrzepowe, przeciwzapalne, steroidy, biatka,
aminokwasy, zwigzki przeciwcukrzycowe i diuretyki [9,10].

Gtéwnymi zaletami chitozanu wyrdzniajgcymi go w grupie
potencjalnych materiatéw na rusztowania sg: nietoksycznos¢,
nieimmunogennos$¢, brak rakotwoérczosci produktow degra-
dacji, biokompatybilnos¢, bioaktywnos¢, bioresorbowalnosé
oraz biodegradowalnos¢ [11]. Wiasciwosci te czynig chito-
zan potencjalnym kandydatem na nowoczesne hydrozelowe
systemy dostarczania lekéw. Wedtug Buengeraii in. chitozan
tatwo tworzy struktury hydrozelowe oraz posiada zdolnos¢
magazynowania bioczgsteczek poprzez wiele mecha-
nizmow, w tym sieciowanie chemiczne, sieciowanie jonowe
i jonowe kompleksowanie [12]. Mozliwe zmiany struktury
chitozanu przez modyfikacje chemiczna rowniez okazujag sie
uzyteczne w kwestii magazynowania biologicznie aktywnych
czgsteczek przez strukture polimeru i kontroli profilu ich
uwalniania. Istnieje kilka typowych metod modyfikaciji, takich
jak: kopolimeryzacja, szczepienie, chemiczne i jonowe
sieciowanie, tworzenie polielektrolitowych komplekséw,
itp. [13]. Badania wykazaty, ze chitozan moze promowaé
proliferacje komorek i osteogeneze, ale tylko w przypadku
stosowania kompozytow umiarkowanie peczniejgcych.
Zbyt wysoka zdolnos¢ magazynowania wody nie jest
zalecana [10]. Istnieje zatem wiele bardzo korzystnych
wtasciwosci chitozanu, ktére mogg by¢ przydatne dla
przysztych zastosowan.

Materials for scaffolds for bone tissue regeneration have
to be bioactive, biocompatible, bioresorbable, non-toxic
(material and products of degradation), easily formable,
easily processable [2]. The main reason why classically
used materials are modified are the needs to improve their
bioactivity, wettability, mechanical strength and thermal or
chemical properties [3,4]. Currently commonly used hydro-
gels are hydrophilic three-dimension polymer networks,
which react to the signals from surrounding environment.
The most popular and prospective for researchers are
these undergoing a volume change in response to external
stimuli such as pH, temperature, ionic strength, electric and
magnetic field [5].

Chitosan is a natural-based polysaccharide obtained
by alkaline deacetylation of chitin powder received from
invertebrates (e.g. shrimps). High purity chitosan can be
also obtained from fungus culture [6]. Kohn et al. pre-
sented the most commonly used biodegradable polymers
in tissue-engineered products. Among them, chitosan
has a set of required properties for future applications [7].
Advantages of chitosan as biomedical implant for bone
tissue regeneration are indisputable. According to Malette
et al. chitosan implants are well-tolerated and non-antigenic
as compared to fashionable hyaluronic acid materials [8].
It can easily create porous hydrogels and hydrogel based
nanocomposites. However novel hydrogel structures
can be obtained through several ways of entrapment of
biomolecules for different applications, e.g. drug delivery,
gene delivery and theranostics. In chitosan-based matrix
and composites numerous therapeutic agents have been
incorporated, such as: anticancer, antibiotics, antithrom-
botic, anti-inflammatory, steroids, proteins, amino acids,
antidiabetic and diuretics [9,10].

Main advantages of chitosan as potential scaffold materi-
als are non-toxicity, non-immunogenicity, non-carcinogenic-
ity of degradation products, biocompatibility, bioactivity,
bioresorbability and biodegradability [11]. These properties
make it a future candidate for novel hydrogel drug deliv-
ery systems. According to Buenger et al. chitosan easily
forms hydrogel particles and entraps biomolecules through
a number of mechanisms, including chemical crosslinking,
ionic crosslinking, and ionic complexation [12]. A possible
alternative for chitosan is its chemical modification found
useful for the association of bioactive molecules and then
controlling their release profile. There are a few universal
methods of modification such as copolymerization, grafting,
chemical and ionic crosslinking, polyelectrolyte complexa-
tion, etc [13]. Previous studies demonstrated that chitosan
could promote cell proliferation and osteogenesis but only
in the case of moderate swelling materials. Too high ability
of water entrapment is not recommended [10]. There are
multiple advantageous properties of chitosan that can be
useful for future applications.

Cross-linking is the most common way for improvement
of hydrogel properties. In the case of chitosan Tapan Ku-
mar Giri et al. listed substances used as crosslinkers such
as glutaraldehyde, oxalic acid, formaldehyde, glyoxal and
genipine [14]. These are organics which mostly are harmful
or poisonous. Therefore Laponite® was chosen as harmless
to humans.

Laponite® is a plate-like synthetic clay hectorite-type
belonging to a family of phyllosilicates type 2:1. Its struc-
ture represent empirical formula: Na®"*[SigMgs sLiy 305
(OH),]°™. The plates of Laponite®are of 25 nm in length and
0.92 nm in thickness [15]. Laponite® has multiple strong
advantages like large surface area, anionic surface charges
and exchangeable sodium cations in hydrated interlayers.
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Sieciowanie jest najczestszym sposobem poprawy wias-
ciwosci fazy hydrozelowej. W przypadku chitozanu Tapan
Giri Kumariin. jako najczesciej stosowane $rodki sieciujgce
wyszczegolnili takie substancje jak: aldehyd glutarowy,
kwas szczawiowy, formaldehyd, glioksal i genipin [14].
Sg to substancje organiczne, ktére w wigkszosci sg
szkodliwe lub toksyczne dla organizmu ludzkiego. Dlatego
W niniejszej pracy jako srodek sieciujgcy wybrano nieszkod-
liwy dla organizmu ludzkiego Laponite®.

Laponite® jest syntetycznym krzemianem warstwowym
typu hektorytu o budowie ptytkowej nalezacg do rodziny
krzemianéw warstwowych typu 2:1. Jego strukture opisuje
wzér empiryczny: Na®*[SigMgs sLis 30,0(OH),]%7. Plytki
Laponitu® majg 25 nm dtugosci i 0,92 nm grubosci [15].
Laponite® ma wiele zalet, takich jak: duza powierzchnia
wiasciwa, ujemny tadunek powierzchniowy i wymienne ka-
tiony sodu w uwodnionych warstwach miedzypakietowych.
Obecnos¢ kationdw sodu powoduje lepsze wiasciwosci
adsorpcyjne dla lekéw o budowie kationowej. Ponadto jego
eksfoliowane czgstki mogg dziata¢ jako wielofunkcyjne
Srodki sieciujgce tworzgc wigzanie miedzy fancuchami po-
limeru a czgsteczkami dajgc w konsekwencji tréjwymiarowag
sie¢ [16]. Zastosowanie Laponitu® jako $rodka sieciujgcego
zamiast klasycznie uzywanych substancji organicznych,
wydaje sie korzystne ze wzgledu na jego nietoksyczne wtas-
ciwosci dla zywych komoérek oraz catego organizmu [17].
Uzyty syntetyczny krzemian warstwowy charakteryzuje sie
identyczng budowa, lecz lepszymi wtasciwosciami sorpcyj-
nymi niz montmorylonit. Jako syntetyczny zwigzek wykazuje
on bardzo niskg zawarto$¢ metali ciezkich. Ponadto Laponit®
pod wzgledem sktadu chemicznego i produktéw rozpuszcza-
nia wykazuje pewne podobienstwo do bioaktywnych szkiet,
jak réowniez wykazuje zdolno$¢ do tworzenia bioaktywnych
nanokompozytéw PEO/Laponit® [18,19]. Poprzez analogie
do innego podobnego krzemianu warstwowego (montmo-
rylonitu), z ktérego mozna otrzymac bioaktywne kompozyty
chitozanu [20] mozna spodziewa¢ sie, ze wprowadzenie
Laponitu® do chitozanu réwniez pozwoli na poprawe bio-
aktywnosci otrzymywanych materiatéw.

W niniejszej pracy przedstawiono badania nad nowymi
hydrozelowymi nanokompozytami na bazie chitozanu dla
inzynierii tkanki kostnej, ktére zostaty uzyskane przez sie-
ciowanie chitozanu przy uzyciu Laponitu®.

Materiaty i metody

Przygotowanie kompozytow

Chitozan (MCS) otrzymany z pancerzykéw krewetek
o sredniej masie czgsteczkowej 600.000 - 800.000 i stop-
niu deacetylacji 75-85% oraz tripolifosforan sodu (TPP)
o wzorze empirycznym Na;O,,P; wyprodukowata firma
Acros Organics. Do rozpuszczania chitozanu uzyto kwasu
octowego (CH;COOH) produkcji POCH SA (Polska). Wybra-
ny typ Laponite® XLS dostepny na rynku zostat dostarczony
przez Rockwood Additives Ltd (UK).

Wszystkie syntezy przeprowadzono w tych samych wa-
runkach temperatury pokojowej w atmosferze powietrza. Od-
wazone ilosci Laponitu® XLS zdyspergowano w 2% (% wag.)
wodnym roztworze kwasu octowego i mieszano za pomocg
mieszadfa magnetycznego przez czas zalecany przez pro-
ducenta [15] (w przypadku Laponite® XLS okoto 1 godziny).
Nastepnie, ostroznie dodano odpowiednie iloci chitozanu
i mieszano przez nastepng godzine w celu rozpuszczenia
polimeru. Wszystkie prébki hydrozelu charakteryzowaty
sie tg samg zawartoscig chitozanu (MCS) - 2,5% (% wag.)
i rozng zawartoscig Laponite® (XLS) - TABELA 1.

Presence of sodium cations causes better adsorption prop-
erties for cationic drug molecules. Moreover, the exfoliated
particles may act as multifunctional cross-linkers in the nano-
composite hydrogel formation and the polymer chains were
anchored to the particles and entangled to form a network [16].
Use of Laponite® as a cross-linker is an appropriate ap-
proach instead of classicaly used organics, due to its non-
toxic properties for living cells and whole organism [17].
Additionally Laponite® exhibits some similarity to bioactive
glasses, in terms of chemical composition and dissolution
products and it demonstrates the ability of creating bioactive
PEO/Laponite® nanocomposites [18,19]. Used synthetic
clay has got the same structure type but better sorption
properties than montmorillonite. As a synthetic compound
it shows low heavy metal content. Referring to another
bioactive clay commonly used for obtaining biocomposites
-montmorillonite [20], it might be expected that introduction
of Laponite® to chitosan matrix will improve bioactivity of
the resulting material.

In this work the results on novel nanocomposites based
on chitosan hydrogels for bone tissue that have been ob-
tained by chitosan crosslinking using Laponite® are reported.

Materials and Methods

Preparation of composites

Chitosan (MCS) from shrimp shells (medium molecular
weight: 600,000 — 800,000, deacetylation degree between
75% and 85%) and sodium tripolyphosphate (TPP) with
empirical formula Na;O,,P; were purchased from Acros
Organics. Acetic acid (CH,;COOH) used to dissolve chitosan
was purchased from POCh (Poland). Laponite® was supplied
by Rockwood Additives Ltd (UK).

All reactions were performed in the same room conditions
and air atmosphere. Weighed amounts of Laponite® XLS
were dispersed in 2% (wt%) acetic acid aqua solution and
mixed with magnetic stirrer during time specified by producer
[15]. In the case of Laponite® XLS it was about 1 h. Next,
weighed amount of chitosan was gently added and stirred
another hour to dissolve the polymer. All samples had the
same content 2.5% of chitosan (MCS) and different content
of Laponite® (XLS) — TABLE 1.

TABELA 1. Opis préobek.
TABLE 1. Samples’ description.

Zawartos$¢ chitozanu i Laponitu®

Prébka w hydrozelu
Sample Content of chitosan and Laponite®
in hydrogel
M25X2 2.5% MCS/2.0% XLS
M25X5 2.5% MCS/5.0% XLS
M25X75 2.5% MCS/7.5% XLS
M25X10 2.5% MCS/10.0% XLS
M25X125 2.5% MCS/12.5% XLS
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Kompozyt w postaci sfer zostat wytrgcony w 5% roztworze

® o o o o o o przeciwjondw tripolifosforanowych w celu osiggniecia jonowe-

go zelowania fazy chitozanowej. Po wytrgceniu sfery kompo-
zytowe przemyto wodg destylowang, suszono na powietrzu
oraz pod zmniejszonym ci$nieniem w temperaturze 50°C.

Spektroskopia w podczerwieni z transformata
Fouriera (FTIR)

Pomiary FTIR przeprowadzano w pastylkach KBr
z uzyciem urzgdzenia Bruker Vertex 70V w temperaturze
pokojowej, w zakresie 4000 - 400 cm' i rozdzielczosci 2 cm-.

Réznicowa kalorymetria skaningowa (DSC)

Pomiary przeprowadzono za pomocg skaningowego
kalorymetru réznicowego Mettler Toledo DSC1 z oprogra-
mowaniem STAR®. Program temperaturowy sktadat sie
z nastepujgcych etapéw: chtodzenie od 25 do -50°C z szyb-
koscig 10°/min, wymrazanie w temperaturze -50°C przez
5 min i ogrzewanie od -50 do 230°C z szybkoscig 10°/min.
Pomiar odbywat sie w atmosferze azotu przy przeptywie gazu
30 ml/min.

Test nasigkliwosci

Nasigkliwos¢ oznaczano jako stosunek masy wody
pochtonigetej przez probke suchg do masy probki suche;j.
Zblizone ilosci wybranych kompozytéw wazono przy uzyciu
wagi analitycznej, a nastepnie inkubowano w wodzie de-
stylowanej w temperaturze pokojowej przez 2 dni i wazono
w okreslonych przedziatach czasu w celu okreslenia pro-
centowego wzrostu masy kompozytu by wyznaczy¢ stopien
absorpcji wody.

Bioaktywnos¢ in vitro — wstepna ocena

Prébki inkubowano w temperaturze 37°C przez 4 tygo-
dnie w symulowanym ptynie fizjologicznym (SBF) o stezeniu
jondéw zblizonym do ludzkiego osocza krwi wedtug metody
Kokubo [21]. Podczas inkubacji w SBF nukleacja apatytu
na powierzchni materiatu uwazana jest jako wstepna ocena
aktywnosci biologicznej materiatu, a wykonuje sie jg przed
testem in vivo w celu zmniejszenia liczby eksperymentéw
przeprowadzanych na zwierzetach. Roztwér SBF wymie-
niano co 3-4 dni (dwa razy w tygodniu). Po zakonczeniu
inkubaciji, probki wysuszono na powietrzu oraz w warunkach
prozniowych i obserwowano za pomocg skaningowego
mikroskopu elektronowego FEI Nova Nano SEM 200 zinte-
growanegdo z systemem analizy EDS (EDAX Company), aby
sprawdzi¢ obecnos¢ krysztatow apatytu powstatych podczas
inkubacji. Wszystkie prébki zostaty napylone warstwg wegla
przed obserwacjg SEM.

Dyfrakcja rentgenowska (XRD)

Pomiary przeprowadzano przy uzyciu dyfraktometru
proszkowego Philips X’Pert Pro X-ray wyposazonego
w dwukotowy goniometr z geometrig Bragg-Brentano.
Zrédtem promieniowania byta lampa rentgenowska o linio-
wym ognisku i anodzie miedziowej (K, = 1,54054 A).

Wyniki i dyskusja

Jak podaje Mucha [22], dla chitozanu wyszczegdlniamy
pasma referencyjne zalezne i niezalezne od stopnia ace-
tylacji i deacetylacji. Dla badanych materiatéw na RYS. 1
charakterystyczne pasma dla fazy chitozanowej to drgania
rozciggajgce —C=0 przy 1663 i 1626 cm™ oraz drgania
zginajgce w ptaszczyznie — NH przy 1561 cm'. Natomiast
pasma odniesienia wystepujg dla drgan rozciggajgcych
—OH przy 3448 cm™', —CH przy 2877 cm™ oraz drganiach
rozciggajacych —C—O przy 1159, 1074 i 1025 cm™ [22].

The composite beads were precipitated from 5% solution
of tripolyphosphate counter-ions to achieve ionic gelation
chitosan phase. After precipitation they were washed in
distilled water, air and vacuum dried at 50°C.

Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

FTIR measurements were carried out with KBr pellet
method using Bruker Vertex 70v at room temperature
in the range of 4000 — 400 cm™ and resolution 2 cm™.

Differential Scanning Calorimetry (DSC)

The measurements were performed using the Mettler
Toledo DSC1 differential scanning calorimeter with STAR®
System. Temperature program consisted following steps:
cooling from 25 to -50°C with rate 10°/min, freezing at-50°C
for 5 min and heating from -50 to 230°C with rate 10°/min
as a main measurement.

Foregoing program was performed at nitrogen atmos-
phere with flow rate 30 ml/min for all samples in aluminum
sealed pans. Obtained data have been evaluated in STAR®
Software v.12 evaluation module.

Water soaking test

Water soaking was determined as the ratio of mass of
absorbed water by dry sample to the mass of dry sample.
Comparable mass of selected composites were weighed
using an analytical scale and then incubated in distilled
water at room temperature for 2 days and weighed to de-
termine a percentage increase in composite weight what
showed the degree of water uptake.

In vitro bioactivity — preliminary evaluation

Samples were incubated at 37°C for 4 weeks in Simu-
lated Body Fluid (SBF) followed by Kokubo method with ion
concentrations close to those of human blood plasma [21].
During SBF incubation apatite generation on material
surface is a preliminary assessment of bioactivity carried
out before in vivo test and therefore it reduces the number
of experiments carried out with animals. SBF solution was
exchanged every 3-4 days (twice a week) during incuba-
tion. Having finished the incubation, specimens were
air and vacuum dried and observed using a scanning
electron microscope FEI Nova Nano SEM 200 integrated
with an EDS Analysis System (EDAX Company) in order
to visualize apatite crystals created during incubation.
All samples were coated with a thin layer of carbon before
SEM observation.

X-ray diffraction (XRD)

The measurements were performed using Philips X'Pert
Pro X-ray two-wheel goniometer powder diffractometer with
Bragg-Brentano geometry. The radiation source was a linear
focused X-ray tube and copper anode (K, = 1.54054 A).

Results and Discussions

Mucha reported [22] that reference bands for chitosan
are relative and non-relative from acetylation and deacetyla-
tion degree. For investigated materials characteristic bands
for chitosan phase — C=0 stretching vibrations at 1663
and 1626 cm™ and — NH bending vibration in a plane at
1561 cm™ can be observed (FIG. 1). Reference bands are
—OH stretching vibration at 3448 cm, —CH stretching
vibration at 2877 cm and —C—O stretching at 1159, 1074
and 1025 cm™ [22].
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TABELA 2. Liczby falowe charakterystycz-
nych pasm dla chitozanu i kompozytéw
chitozan/Laponit®.
TABLE 2. Characteristics of absorption
bands for chitosan and chitosan/Lapo-
nite® composites.

Prébka —NH —Si—O0
Sample [em™] [em™]
”——\ T T\ M25X2 | 1645 1561 1001
9)
e
M25X5 1647 1562 1000
4000 3500 3000 2500 20:00 1500 1000 5(;0
Wave number/Liczba falowa [cm] M25X75 1648 1562 1007
RYS. 1. Widma IR dla chitozanu i kompozytéw chitozan/Lapo- M25X10 1649 1561 1008
nit®: a) M25X2, b) M25X5, c) M25X75, d) M25X10, e) M25X125,
f) MCS oraz g) Laponit®.
FIG. 1. IR spectrum of chitosan and chitosan/Laponite® compos- RlEN2S ek it [Roe
ites: a) M25X2, b) M25X5, c) M25X75, d) M25X10, e) M25X125,
f) MCS and g) Laponite®. MCS 1605 1546 1030

W celu petnego scharakteryzowania otrzymanych mate-
riatdbw zarejestrowano réwniez widmo czystego chitozanu
(RYS. 1f). Gtowne pasma wystepujgce w widmie chitozanu
(MCS) wynikajg z wystepowania drgan rozciggajgcych grupy
OH w zakresie 3600 do 3000 cm i wigzania C—H w grupie
—CH, (2890 cm™") oraz —CH, (2820 cm™).

Wedtug oceny niektérych naukowcoéw, zakres 1630-
1560 cm jest zwigzany z wystepowaniem drgan wigzania
karbonylowego (C=0) grupy amidowej CONHR (amid
Il-rzedowy przy 1660 cm') oraz drgan w ptaszczyznie grupy
aminowej NH, przy 1560 cm'. Wraz ze wzrostem stopnia
deacetylacji polimeru powstajg nowe pasma przy 1597
cm', ktére mogg wptywac na szerokosci pasma od aminy
pierwszorzedowejprzy 1561 cm[22]. NaRYS. 1iw TABELI 2
widoczne jest przesuniecie dla kilku pasm.

Dla drgan zginajgcych grupy C=0 zwiekszenie iloci Lap-
onitu® powoduje delikatne przesuniecie pasma w kierunku
wiekszej liczby falowej. Potozenie pasm drgan grup —NH
i Si—O nie ulega zmianie. W przypadku probki f) pasmo
przy 1030 cm™" jest drganiem pochodzgacym od grupy C—O
w pierscieniu, grup COC oraz CH,0OH [23]. Przesuniecie
pasma drgan grupy karbonylowej C=0 moze by¢ zwigzane
z utworzeniem wigzania wodorowego pomiedzy sproto-
nowang grupg NH, w grupie bocznej fancucha polimeru
z ujemnie natadowang powierzchnig pakietowg ptytek
Laponitu®. Wydaje sie to bardzo prawdopodobne szcze-
golnie ze wzgledu na znaczng warto$¢ przesuniecia pasma
(ok. 40 cm™). Dla wszystkich pasm ich przemieszczenie
wzgledem pasm czystego chitozanu i kompozytéw sg wyni-
kiem zmiany statych sitowych wigzan, co jest nastepstwem
powstawania wigzan w procesie sieciowania. Drgania zgina-
jace grup metylenowej i metylowej wystepujg odpowiednio
takze przy 1380 cm™i 1430 cm™, (RYS. 1f), ale dla kompo-
zytu nie sg juz obserwowane. Pasmo potozone w poblizu
1140 cm™' jest zwigzane z drganiami asymetrycznymi grupy
C-O w mostku tlenowym powstatym w wyniku deacetylo-
wania chityny. Pasma te wraz ze zwiekszeniem zawartosci
Laponitu® naktadajg sie tworzgc jedno intensywne pasmo.
Jest to spowodowane przez dominujgca role drgan mostka
tlenowego grupy C-O w strukturze Laponitu® [16].

In order to fully characterize the obtained materials,
a spectrum of pure chitosan was also recorded (FIG. 1f).
The main bands appearing in the spectrum of chitosan
(MCS) is due to stretching vibrations of OH group in the range
3600 to 3000 cm™ and C—H bond in —CH, (2890 cm™™)
and —CH,; (2820 cm™) groups.

According to other researchers findings, the range of
1630-1560 cm™ was related to the vibrations of carbonyl
bonds (C=0) of amide group CONHR (secondary amide at
1660 cm™) and to the in-plane vibrations of amine group NH,
at 1560 cm™. With the increase of polymer deacetylation
degree additional bands were formed at 1597 cm™', which
may influence the primary amine band at 1561 cm™ [22].
There are also visible bands shift for few groups — TABLE 2.

For C=0 vibration band by increasing amount of
Laponite® there is gentle shift of band towards higher wave
numbers. Locations for —NH and —Si—O vibration bands
do not show such shift. In the case of specimen f) band at
1030 cm™ originates from vibration of CO in the ring, COC
and CH,OH [23]. Shift of the carbonyl group C=0 vibration
band may be linked to form a hydrogen bond between the
protonated pendant polymer chain group NH, with the nega-
tively charged surface of Laponite® plate packs. Especially,
due to the high value of the band-shift (approx. 40 cm™),
it seems very likely. For all foregoing bands their shift be-
tween basic chitosan and composites samples bands loca-
tion are resulted from change force constant of bonds, which
is a consequence of formation of the bond in cross-linking
process. Control over this process is crucial for optimal
mechanical properties of materials.

Bending vibrations of methylene and methyl groups were
also visible at 1380 cm™ and 1430 cm™', respectively (FIG. 1f),
but in composites specimens these band disappear. The
band located near 1140 cm™ is related to asymmetric vibra-
tions of CO in oxygen bridge resulting from deacetylation
of chitin. With increasing amount of Laponite® the bands
overlap and create one strong band. This is caused by domi-
nant role of vibration of CO in oxygen bridge in Laponite®
structure [16].
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Wyrazna zalezno$¢ procesu sorpcji wody od stopnia

® o o o o o @ deacetylacji polimeru, w skutek pecznienia a nastepnie

procesu suszenia, prowadzi prawdopodobnie do pow-
stawania réznic w strukturze chitozanu zaleznie od stop-
nia zageszczenia, co kolejno prowadzi do réznic miedzy
wartosciami literaturowymi i eksperymentalnymi w lokali-
zacji pasm charakterystycznych dla grup wystepujgcych
w strukturze chitozanu [22]. Grupy amidowe mogg miec
rézne potozenie, przez co materiat moze zaadsorbowaé
wiecej czgsteczek wody, ktére mogg mie¢ wptyw na
potozenie pasm w widmie. Ponadto im nizszy stopien
deacetylacji chitozanu tym nizszy stopnien krystaliczno$ci
i stopien upakowania [22].

Sakuraiiin. [24] oraz Zengi in. [25] podaja, ze termiczna
degradacja chitozanu rozpoczyna sie w temperaturze okoto
250°C, co pozwolito zdefiniowa¢ koncowg temperature
pomiaru DSC do 230°C. Wyznaczenie temperatury zeszkle-
nia (T,) chitozanu lub kompozytéw chitozanu jest kwestig
problematyczng. Dane literaturowe wskazujg T, w szerokim
zakresie 120 do 205°C. Ocena jest trudna, poniewaz chito-
zan jest hydrofilowym polimerem naturalnym posiadajgcym
niejednorodne wtasciwosci, takie jak stopien krystalicznosci,
stopien deacetylacji czy $redni ciezar czasteczkowy. Jego
wihasciwosci moga rowniez zaleze¢ od metody otrzymywania
oraz procesu przygotowania probki do badan [22].

Na RYS. 2 widoczny jest znaczgcy efekt endotermiczny
0 minimum piku w temperaturze 85-88°C dla wszystkich
probek. Po wykonaniu dodatkowych pomiaréw stwierdzono,
ze jest to skutek odparowania wody uwiezionej pomiedzy
pakietami Laponitu®, pomimo diugiego i starannego pro-
cesu suszenia. Potwierdzeniem jest badanie DSC (RYS. 3)
oraz pomiary metodg dyfrakcji rentgenowskiej w funkcji
temperatury (RYS. 4). Do wyjsciowego proszku Laponite®
XLS wykonano 3 przebiegi pomiarow DSC. Na krzywej
pierwszego przebiegu widoczny jest jeden znaczacy pik
o charakterze endotermicznym w temperaturze 87°C, pod-
czas gdy w drugim i trzecim przebiegu efekt ten nie jest
juz obserwowany. Aby potwierdzi¢ zatozenie, ze pik jest
wynikiem odparowania wody, przeprowadzono badanie
dyfrakcji rentgenowskiej w funkcji temperatury.

rexo 1.0

Heat flow/Strumien ciepta [mWV]

4.5 - S M25X75
“-5.0- Y — === M25X10
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50 100 150 200

Temperature/Temperatura [ °C]

RYS. 2. Krzywe DSC otrzymanych kompozytéw
chitozan/Laponit®.

FIG. 2. DSC curves for chitosan/Laponite® com-
posites.

RYS. 4. Dyfraktogramy Laponitu® XLS w funkcji tempe-

ratury.

FIG. 4. Laponite® XLS XRD diffractograms in function of

temperature.

The explicit dependence of the water sorption processes
on degree of deacetylation of the polymer, leading to swelling
of the sample, and then drying process probably result in
the differences in the structure of the chitosan dependent on
the degree of compaction: this leads to differences between
literature and experimental location of bands characteristic
for groups occurring in chitosan structure [22]. Amide groups
may have different location thus material may absorb more
water molecules which may affect the position of the bands in
the spectrum. Also the degree of crystallinity of the polymer
shows this dependence: lower deacetylation degree of chi-
tosan results in lower crystallinity and packing degree [22].

Sakurai et al. [24] and Zeng et al. [25] reported that the
thermal degradation of chitosan begins at about 250°C,
therefore DSC measurement program temperature was
carried out to 230°C. The value of the glass transition tem-
perature (T;) of chitosan or chitosan composites is a prob-
lematic issue. Literature data indicate T, at wide range from
120 up to 205°C. Evaluation is difficult, because chitosan
is a natural hydrophilic polymer having varying properties
such as degree of crystallinity, degree of deacetylation or
the molecular weight. Its properties can also depend on the
origin of the extraction method and sample preparation [22].

In FIG. 2 there are visible significant endothermal peaks
at about 85-88°C for all the samples. After careful investiga-
tion and performed extra measurements, it was found that
this was the effect of water evaporation entrapped between
Laponite® layers. Water was still entrapped there, despite
long and careful process of drying, including vacuum dry-
ing, as confirmed by DSC (FIG. 3) and X-ray diffraction
measurements (FIG. 4). For basic XLS Laponite® powder
3 runs of DSC measurements were made. For the first run
there is one significant endothermal peak at 87°C, but in the
second and the third run there is none. To confirm that this
is water evaporation peak, X-ray diffraction as a function of
temperature were performed.

-0,2
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“++ M25X75
M25X10 N
-t M25X125

Heat flow/Strumien ciepta [mW]
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RYS. 3. Krzywe DSC Laponitu® XLS.
FIG. 3. DSC thermograms of Laponite® XLS.
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RYS. 5. Krzywe DSC otrzymanych kompozytow - drugi przebieg ogrzewania.
FIG. 5. DSC curves for chitosan/Laponite® composites - second run.

Na RYS. 4 mozna zaobserwowac, ze kolejne dyfrakto-
gramy wykonane w wybranych temperaturach sg podobne,
co $wiadczy o tym, Ze nie zachodzi przemiana polimorficzna
- endotermiczne piki w temperaturach 85-88°C pochodzg za-
tem od odparowania wody miedzypakietowej Laponitu®. Dla
otrzymanych kompozytéw temperature zeszklenia mozna
wyznaczy¢ na podstawie drugiego przebiegu ogrzewania
tylko dla jednej z probek — M25X125 (RYS. 5).

In FIG. 4 diffractograms performed at selected tem-
peratures are similar suggesting that there is none poly-
morphic transformation — endothermic peak at 85-88°C
in composites DSC curves originates from evaporation
interlamellar water forming part of Laponite® structure.
For the composites glass transition temperature can be
determined on the basis of the second run for the only one
sample — M25X125 (FIG. 5).

Wyniki badan nasigkliwosci
(RYS. 6) wykazaty odpowiednig
nasigkliwos¢ badanych probek.
Wartos¢ nasigkliwosci wzrasta
wraz ze wzrostem ilosci Lap-
onitu® w strukturze kompo-
zytu do 104%. Wedtug badan

120

100

Results of water soaking
test (FIG. 6) showed adequate
properties of tested specimens.
Soaking capacity increasing with
increased amount of Laponite®in
composite structure up to 104%.
According to literature data chi-

biomateriaty bazujgce na chito-
zanie wykazujgce umiarkowang

tosan materials exhibiting moder-
ate soaking capacity, up to 150%,

zdolnos¢ pecznienia, do 150%,
wykazujg lepsze wtasciwosci

show better bioactive properties,

Absorptivity/Nasigkliwosé [%]

bioaktywne, zwtaszcza lepszg

i 40 S
proliferacje komoérek kostnych, 0 +— - - =N =W

M25X5 M25X75 M25X10 M25X125

niz probki o wigkszej zdolnosci M25X2

especially proliferation of bone

cells, than samples with higher

soaking capacity [10].
Preliminary evaluation of the

pecznienia [10].

Wstepna ocena aktywnosci
biologicznej in vitro zostata
prze-prowadzona w celu
okreslenia zdolnos$ci materiatu
do specyficznej reakcji na styku powie-rzchni im-
plantu z tkankg [21]. Obserwacji mikroskopowych
SEM dokonano na prébkach przetrzymywanych przez
5tygodniw SBF, poichwysuszeniuinapyleniuweglem. Wszyst-
kie probki wykazaty aktywnos¢ biologiczng przejawiajgca sie
obecnoscig krysztatéw apatytu na powierzchni badanych
prébek. Jak wykazata analiza EDX powierzchnia probek
pokryta byta przez krysztaty apatytu (RYS. 7, a1 i b1).
Widoczne byty réwniez obszary bez lub z niewielkg iloscig
fazy apatytu (RYS. 7, a2 i b2). Jest to najprawdopodobniej
spowodowane obecnoscig ptytek Laponitu® blisko powie-
rzchni — dziatajg one jak centra nukleacji dla krysztatow
apatytu zwiekszajgc bioaktywno$¢ kompozytéw chitoza-
nowych podobnie jak w przypadku kompozytéw chitozan/
monmorylonit [20].

RYS. 6. Wyniki testu nasigkliwosci.
FIG. 6. Water soaking test data.

in vitro bioactivity has to define
material ability to specific re-
sponse at the surface of implant
in contact with tissue [21]. Five
week incubation in SBF samples
of obtained materials were ended by air and vacuum drying
of specimens and subsequently after carbon coating the
surfaces were observed using scanning electron micro-
scope. All samples showed bioactivity as shown by apatite
crystals formed and growth. As confirmed by EDX analysis
on the surfaces of specimens the areas covered by apatite
crystals vere visible (FIG. 7 a1 and b1) and also there were
areas of composites without apatite layer (FIG. 7 a2 and b2).
Itis presumably caused by the presence of Laponite® plates
near the surface — they act as nucleation centers for apatite
crystals thus improving bioactivity of chitosan composites
similar like in chitosan/montmorillonite composites [20].
Also there is no significant visible difference in the case of
amount of apatite crystals on the surface of the composites.
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RYS. 7. Mikrofotografie SEM z analiza EDX po inkubacji w

SBF dla: a) M25X75 i b) M25X125.

FIG. 7. SEM microphotographs with EDX analysis after SBF incubation for: a) M25X75 and b) M25X125.

Podsumowanie

Celem badan byta optymalizacja sposobu otrzymywania
bioaktywnego uktadu biopolimer/krzemian warstwowy,
jako nanokompozytu opartego na chitozanie i syntetyc-
znym Kkrzemianie warstwowym przez reakcje sieciowania
z uzyciem trojpolifosforanu sodowego, jako czynnika
zelujgcego. Badania FTIR potwierdzity proces siecio-
wania miedzy grupami bocznymi tancuchdéw chitozanu
i zdyspergowanych ptytek Laponitu® XLS. Zastosowanie
nieorganicznego srodka sieciujgcego wyeliminowato
koniecznos$¢ uzycia powszechnie stosowanych substanc;ji
organicznych, ktére sg szkodliwe dla zywych organizmow.
Laponite® umozliwia réwniez przeprowadzanie powtarzal-
nych syntez z uwagi na jego syntetyczne pochodzenie, kidre
zapewnia jego staty sktad - jest to konieczne w procesie
otrzymywania biomateriatéw do zastosowan medycznych.
Otrzymane kompozyty wykazywaty wtasciwosci bioakty-
wne potwierdzone wynikami badan metodg Kokubo oraz
charakteryzowaty sie nasigkliwoscig odpowiednig do adhezji
i wzrostu komoérek kostnych.

Optymalizacja struktury materiatu przez sieciowanie
i chemiczng modyfikacje fazy hydrozelowej moze by¢ najlep-
szym sposobem na uzyskanie obiecujgcych inteligentnych
materiatow dla inzynierii tkanki kostne;.
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AGH w Krakowie.

Conclusions

The aim of this study was to optimize a method of
receiving a bioactive system biopolymer/layered silicate
nanocomposite based on chitosan and a synthetic clay by
a cross-linking reaction using sodium tripolyphosphate as
the gel factor. The resultant composites exhibited bioactive
properties confirmed by Kokubo method and optimal water
soaking ability for cell adherence and growth. FTIR study
confirmed cross-linking interaction between pendant groups
of chitosan chains and dispersed exfoliated Laponite® XLS
plates. Inorganic cross-linker eliminated commonly used
organics which are damaging for living organism. Laponite®
enables to perform reproducible syntheses owing to its
synthetic origin which assures fixed composition — it is
necessary in the case of materials for medical application.

Optimization of material structure by cross-linking and
chemical modification of hydrogel phase can be the best
way to obtain prospective smart materials for bone tissue
engineering.
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