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Streszczenie

Nanokompozyty polimerowe stanowig szerokg
grupe materiatéw znajdujgcych zastosowanie zaréw-
no w wielu gateziach przemystu, jak i w medycynie.
Fenomen nanokompozytéw zwigzany jest z tatwoscig
modyfikacji ich cech materiatowych bedgcych po-
chodng wtasciwos$ci zarowno samego polimeru, jak i
zastosowanego nanododatku. Pozwala to na projekto-
wanie oraz wytwarzanie materiatow o okreslonej cha-
rakterystyce, adresowanych do konkretnych potrzeb.

Celem niniejszej pracy byto otrzymanie oraz
charakterystyka polimerowych nanokompozytow
0 wfasciwoS$ciach magnetycznych. Jako osnowe po-
limerowg wykorzystano biozgodny i bioresorbowalny
poli(e-kaprolakton), do ktérego wprowadzono czgstki
magnetytu znajdujgce sie w dyspersji nanometryczney.
Do przygotowania materiatow zastosowano prostg
metode odlewania filmu/odparowania rozpuszczal-
nika. W celu zbadania wptywu zawarto$ci nanodo-
datku na wtasciwosci nanokompozytu przygotowano
serie materiatow réznigcych sie od siebie iloScig
wprowadzonych do matrycy polimerowej czgstek
magnetycznych (0; 0,5; 1 oraz 2%). Charakterystyka
nanokompozytow obejmowata badania wtasnosci
magnetycznych i powierzchniowych materiatow
oraz ocene ich degradacji oraz biozgodnosci. Petle
histerezy wprowadzonego do matrycy polimerowej
nanododatku oraz otrzymanych nanokompozytéw
wykazywaty przebieg typowy dla multidomenowych
materiatow ferrimagnetycznych. Zaobserwowano,
ze istnieje korelacja pomiedzy warto$cig namag-
nesowania nasycenia oraz remanencjg, a zawar-
toScig czgstek magnetycznych w nanokompozycie.
Na podstawie obserwacji mikroskopowych stwierdzo-
no, ze czeSc wprowadzonych czgstek magnetycznych
ulega aglomeracji, reszta za$ pozostaje w dyspersji
nanometrycznej. Wytworzone materiaty nie wykazaty
toksycznego wptywu na komorki (Normal Human
Osteoblast), co pozwala sgdzi¢, ze otrzymane
nanokompozyty mogtyby zosta¢ wykorzystane
w medycynie.

Stowa kluczowe: magnetyczne nanokompozyty,
polimery, magnetyt, czgstki magnetyczne
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Abstract

Polymer nanocomposites are a wide group of
materials which have applications in many branches
of industry as well as in medicine. The phenomenon
of nanocomposites is associated with simplicity of
modification of their features, which are derived
from properties of both the polymer matrix and the
nanoadditive. This property enables to design and
fabricate materials with strictly defined characteristics,
addressed to specific needs.

The aim of the presented studies was fabrication
and characterization of polymer nanocomposites
with magnetic properties. As a polymer matrix, a bio-
compatible and bioresorbable poly(e-caprolactone)
was used. Magnetite powder with nanometer-sized
grain fraction was introduced into the polymer matrix
as a magnetic nanoadditive. As a fabrication method
casting film/solvent evaporation was applied. In order
to examine how amount of magnetic nanoadditive
influences the properties of nanocomposites, the
series of materials with various concentrations of
magnetic particles was prepared (0, 0.5, 1 and 2%).
Characterization of materials included magnetic and
surface properties investigations as well as evaluation
of degradability, and biocompatibility of the fabrica-
ted materials. Magnetic hysteresis loops of both the
nanoadditive itself and the nanocomposite demon-
strate curves typical for multi-domain ferrimagnetic
materials. Existence of the correlation between the
values of magnetic saturation and remanence, and
the content of magnetic particles has been observed.
Microscopic evaluations have shown that small part
of magnetic particles has tendency to agglomera-
te but the rest remains in nanometric dispersion.
For the fabricated materials no cytotoxic influence on
the cells was observed (Normal Human Osteoblast).
This suggests that obtained nanocomposites could
find application in medicine.

Keywords: magnetic nanocomposites, polymer,
magnetite, magnetic particles

[Engineering of Biomaterials 127 (2014) 22-32]
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Wprowadzenie

Szybki rozwdj nanotechnologii, obserwowany na prze-
strzeni kilku ostatnich dekad sprawit, ze nanomateriaty
staty sie nieodtgczong czescig zycia wspoétczesnego czto-
wieka. Zdobycze nanotechnologii wykorzystywane sg m.in.
w przemysle motoryzacyjnym, energetycznym, zywieniowym,
a takze do produkcji nowoczesnych urzgdzen elektronicz-
nych zwiekszajgc ich wydajnosé oraz w znacznym stopniu
obnizajgc koszty produkciji [1-2]. Zgodnie z definicjg o obiek-
cie w skali nano mozemy moéwi¢ gdy przynajmniej jeden
Z jego wymiarow miesci sie w zakresie pomiedzy 1-100 nm.
Niewielkie rozmiary oraz wysoki stosunek powierzchni do
objetosci w przypadku nanomateriatbw powoduja, ze po-
siadajg one unikatowe wtadciwosci, a takze podlegajg cha-
rakterystycznym dla nich tylko zjawiskom, niewystepujgcym
w przypadku ich odpowiednikow w skali mikro- i makrosko-
powej [3]. Ponadto, pod wzgledem wielkosci nanoczastki
zblizone sg do makromolekut biologicznych tj. biatek, genow
i znaczgco mniejsze od komorek [4]. Z wyzej wymienionych
wzgledéw nanomateriaty cieszg sie niestabngcym zainte-
resowaniem w kontekscie ich zastosowania w medycynie,
a liczba potencjalnych aplikacji i rozwigzan z roku na rok
wzrasta. Szczegolnym przypadkiem nanoczgstek wykorzy-
stywanych w medycynie sg nanoczastki o wtasciwosciach
magnetycznych. Znajdujg one zastosowanie m.in. w zna-
kowaniu [5-6] i separacji komérek [7-8], leczeniu chorob
nowotworowych metodg hipertermii magnetycznej [9-10],
jako $rodki kontrastujgce w rezonansie magnetycznym
[11] oraz do kontrolowanego dostarczania lekow [11-12].
W systemach DDS (Drug Delivery Systems) nanoczastki
magnetyczne mogg stanowi¢ zaréwno nosniki substancji
farmakologicznej, jak i czynniki wspomagajgce ich efek-
tywne wychwytywanie w miejscach docelowego dziatania
(tzw. Implant Assisted Magnetic Drug Targeting) [13].

W literaturze pojawia sie coraz wiecej prac dotyczgcych
zastosowania nanoczgstek o wtasciwosciach magnetycz-
nych w medycynie regeneracyjnej tkanki kostnej [14-17].
Zgodnie z definicjg podang przez Daar A.S. i Greenwood H.
medycyna regeneracyjna stanowi interdyscyplinarny obszar
badan i aplikacji klinicznych majgcych na celu naprawe,
zastgpienie oraz regeneracje komoérek, tkanek i organéw
w celu przywrdcenia ich funkcji uposledzonych, badz tez
utraconych w wyniku wad wrodzonych, choréb, schorzen
czy zachodzacego procesu starzenia [18]. Medycyna rege-
neracyjna fgczy w sobie osiggniecia takich dyscyplin nauki
jak inzynieria tkankowa, biologia, genetyka, transplantologia
oraz inzynieria materiatowa. Kluczowym elementem zapew-
niajgcym prawidtowg odbudowe tkanki jest rusztowanie
spetniajgce szereg warunkoéw zwigzanych m.in. z odpo-
wiednim doborem parametrow mechanicznych, kontrolg
czasu biodegradacji, a takze biomimetyzmem strukturalnym
[19-22]. Czynniki te sg szczegdlnie istotne w odniesieniu
do regeneracji tkanki kostnej w przypadku, ktérej jedynie
proces odbudowy przebiegajgcy w optymalnie dobranych
warunkach umozliwia odbudowe kosci zdolnej do catkowi-
tego przejecia swych naturalnych funkcji po biodegradaciji
podfoza. Odbudowa tkanki kostnej moze by¢ wspomagana
nie tylko poprzez zastosowanie odpowiednio dobranych ma-
teriatéw, lecz takze w wyniku oddziatywania z zewnetrznym,
statycznym polem magnetycznym [26-27]. Z tego wzgledu
modyfikacja czgstkami magnetycznymi bioresorbowalnej
matrycy polimerowej wydaje sie by¢ obiecujgcym krokiem
naprzéd w celu wytworzenia wielofunkcyjnego, biomime-
tycznego podtoza do regeneracji tkanki kostnej, ktérego
wiasciwosci i oddziatywanie z otaczajgca go tkankg mogtoby
by¢ regulowane poprzez zewnetrzne, $cisle kontrolowane
pole magnetyczne.

Introduction

Fast development of nanotechnology, observed over the
last decades, has made nanomaterials inseparable part of
modern man’s life. Achievements in nanotechnology are
used e.g. in automotive, energetic and food industries as
well as in production of novel electronic devices, increasing
their efficiency and decreasing costs of their production [1-2].
According to the definition, nanoobject possesses at
least one dimension in a range between 1-100 nm. Small
sizes and high surface/volume ratio yield properties of
nanomaterials which are unique and unachievable for their
equivalents in micro and macro scale [3]. Furthermore,
in respect of their size, nanoparticles are similar to building
blocks of biological macromolecules, such as proteins and
genes which are significantly smaller than cells [4]. For the
above-mentioned reasons, nanomaterials are a subject of
an unabated interest in context of their potential application
in medicine. This trend finds reflection in constantly growing
number of scientific reports, published each year, concern-
ing various aspects of nanomedicine. Among those, special
attention should be drawn to nanoparticles with magnetic
properties that find numerous potential applications e.g.
in cell labeling [5-6] and separation [7-8], magnetic hyper-
therrmia in cancer treatment [9-10], as contrast agents for
an MRI [11] or as a drug delivery system [11-12]. In the case
of the latter, nanoparticles can serve either as drug carriers
or as a component, supporting capture of biologically active
substances in targeted place of action (so-called Implant
Assisted Magnetic Drug Targeting) [13].

In the literature an increasing number of scientific pa-
pers concerning applications of magnetic nanoparticles
in bone regenerative medicine is being published [14-17].
According to the definition of Daar A.S. and Greenwood H.,
regenerative medicine is an interdisciplinary area of re-
search and clinical application, designed to repair, replace
or regenerate cells, tissues and organs, in order to restore
their functions, which were impaired or lost by birth defects,
ilinesses, diseases or as an effect of progressive ageing [18].
Regenerative medicine combines achievements of various
branches of science, such as tissue engineering, biology,
genetics, transplantology or materials engineering. Crucial
element, providing correct tissue reconstruction, is a scaf-
fold. It has to meet a number of requirements associated
with proper selection of mechanical properties, controlled
biodegradation rate and structural biomimetism [19-22].
These factors are particularly important with respect to
bone tissue regeneration, since a fully regenerated bone,
capable of taking over its natural functions can be formed
only if optimal conditions are met. Bone tissue regenera-
tion may be supported either by selecting proper materials
for the production of scaffold, or, as many studies suggest,
by interacting with external static magnetic field [26-27].
For this reason, a bioresorbable polymer matrix, modified
with magnetic particles seems to be a promising step forward
in fabricating multifunctional, biomimetic scaffolds for bone
tissue regeneration. Its properties and interactions with
surrounding tissues could be regulated by strictly controlled
external magnetic field.
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Do otrzymywania magnetycznych nanokompozytéw po-

® o o o o o o |imerowych przeznaczonych dla medycyny regeneracyjnej

tkanki kostnej do tej pory w roli nanododatku wykorzysty-
wano: hydroksyapatyt dotowany jonami zelaza [28] oraz
magnetyt (Fe;0,) [14,29-31]. Tlenki zelaza, w szczegdlnosci
zas$ magnetyt (Fe;O,) oraz magemit (y-Fe,O;), nalezg do
najczesciej wykorzystywanych czgstek magnetycznych
dedykowanych zastosowaniom medycznym. Zwigzane jest
to przede wszystkim z ich niskg toksycznoscig, stabilnoscig
w warunkach fizjologicznych, wysokim momentem magne-
tycznym, a takze stosunkowo prosta i tanig preparatyka [32].

Celem niniejszej pracy byto wytworzenie oraz charak-
terystyka magnetycznych nanokompozytéw polimerowych
na bazie bioresorbowalnego poli(¢-kaprolaktonu), w ktérych
dodatek stanowit magnetyt o nanometrycznej dyspers;ji
czastek. Nanokompozyty poli(e-kaprolakton)/Fe;O, byty juz
wczesniej opisywane w literaturze. Wiekszo$¢ tych prac
zwigzana jest jednak z otrzymywaniem i charakterystykg
nanokompozytéw w postaci nano- i mikroczastek [33-35]
oraz tréjwymiarowych, porowatych podtozy do regeneraciji
tkanek z stosunkowg duzg zawartoscig nanoczgstek mag-
netycznych (5-20%) [14,29,31,36]. Obiektem niniejszych
badan sg nanokompozyty otrzymywane w formie filmow
(membran) polimerowych. Wytworzenie nanokompozytu
w formie filmu polimerowego pozwala na jego charakte-
rystyke w zakresie zjawisk istotnych z punktu widzenia
zastosowan medycznych tj. wptyw nanododatku na para-
metry powierzchni, szybko$¢ degradacji oraz wtasciwosci
mechaniczne materiatu. Wiasciwosci powierzchni materiatu,
przede wszystkim zas swobodna energia powierzchniowa
oraz jej komponenta polarna, sg czynnikami decydujgcymi
0 wiasciwosci biologicznych materiatow. Filmy stanowigce
przedmiot niniejszych badan zawierajg trzy rozne zawartosci
nanododatku: 0,5%, 1% oraz 2%. Zgodnie z teorig tworzyw
nanokompozytowych, juz niewielka ilos¢ nanowypetniacza
skutecznie modyfikuje matryce polimerowa.

Polikaprolakton jest znanym od dawna biozgodnym
i resorbowalnym polimerem syntetycznym [37]. Oznacza to,
ze produkty jego degradacji zostajg catkowicie wyelimi-
nowane z organizmu poprzez wigczenie ich do naturalnie
zachodzgcych w organizmie proceséw metabolicznych.
Ze wzgledu na to, a takze niskg temperature topnienia
oraz dobrg rozpuszczalnos¢ polikaprolakton stanowi dobry
materiat wyj$ciowy do wytwarzania r6znego rodzaju bioma-
teriatow tj. mikrosfer, cienkich filmow, nanowtdkien czy tez
3-wymiarowych porowatych podiozy [37-38].

Jak wiadomo kluczowym parametrem w technologii
nanokompozytéw polimerowych jest odpowiednia dyspersja
nanododatku w matrycy polimerowej. W przypadku mody-
fikacji polimeru nanoczgstkg magnetyczng, wlasciwosci
magnetyczne nanododatku istotnie wptywajg na jego dys-
persje w matrycy polimerowej. Jak wykazaty wczesniejsze
badania przeprowadzone przez K. Nowickg nanoczastki
magnetyczne tworzg aglomeraty o réznych formach i wiel-
kosciach wplywajgc na witasciwosci nanokompozytu [39].
Jakkolwiek aglomeracji nanoczastek mozna zapobiegaé
poprzez modyfikacje ich powierzchni materiatami zaréwno
organicznymi, jak i nieorganicznymi, w niniejszej pracy
wykorzystano ,czysty” magnetyt [40].

Materialy i metody

Jako matryce polimerowg do wytworzenia nanokompozy-
téw wykorzystano biodegradowalny polimer polikaprolakton
(M, 45 000), Sigma-Aldrich. Nanododatek, ktory stanowity
czagstki magnetytu (tlenku zelaza(ll, 111)), o rozmiarach <50 nm,
pochodzit z Sigma-Aldrich. Dichlorometan kupiono w Avan-
tor Performance Materials Poland S.A.

For preparation of a magnetic polymer nanocomposite
for bone regenerative medicine, various nanoadditives, such
as hydroxyapatite modified with iron ions [28] or magnetite
(Fe;0,) [14,29-31] were used. Iron oxides, especially mag-
netite (Fe;O,) and maghemit (y-Fe,O;), belong to the most
frequently used magnetic particles in medical applications.
It is related to their low toxicity, stability under physiologi-
cal conditions, high magnetic moment as well as relatively
simple and cheap preparation techniques [32].

The aim of this paper was fabrication and charac-
terization of magnetic polymer nanocomposites based on
a bioresorbable poly(e-caprolactone). As a nanoadditive,
magnetite with grain size of nanometric dispersion was used.
Poly(e-caprolactone)/Fe;O, nanocomposites were previ-
ously described in literature, however the majority of these
papers are associated with preparation and characterization
of nanocomposites in form of nano- or microparticles [33-
35] and three-dimensional, porous scaffold with relatively
high content of magnetic nanoparticles (between 5-20%)
[14,29,31,36]. The subjects of the presented research were
nanocomposites in form of polymer films (membranes).
Formation of nanocomposite in form of polymer film ena-
bles characterization of various features, crucial from the
viewpoint of medical applications, such as influence of
nanoadditives on: surface parameters, degradation rate
or mechanical properties of material. Surface parameters,
in particular the value of surface free energy and its polar
component, determine biological properties of materials.
Films, which are the subject of this research, contain three,
different amounts of nanoadditive: 0.5%, 1% and 2%.
According to the theory of polymer nanocomposites, minor
quantity of a nanofiller may successfully modify properties
of a polymer matrix.

Polycaprolactone is a well-known biocompatible and
bioresorbable synthetic polymer [37]. It means that deg-
radation products of poly(e-caprolactone) are completely
eliminated from the organism, by being included into
metabolic pathways. This feature, together with its low
melting temperature and good solubility comprises a good
starting material for fabrication of various types and forms
biomaterials e.g. microspheres, thin films, nanofibers and
three-dimensional porous scaffolds [37-38].

It is know that good dispersion of a nanoadditive within
the polymer matrix is a key parameter in technology of
polymer nanocomposites. In the case of polymers modified
with magnetic particle, magnetic properties of a nanoadditive
significantly influence its dispersion within the polymer ma-
trix. As K. Nowicka demonstrated, magnetic nanoparticles
form agglomerates with different sizes and shapes, which
impact properties of a final nanocomposite [39]. However, to
prevent agglomeration of nanoparticles, modification of their
surface by organic and inorganic materials can be applied.
In this paper pure magnetite was used [40].

Materials and Methods

A bioresorbable polymer, polycaprolactone (M, 45 000),
Sigma Aldrich, was used as the polymer matrix. The na-
noadditive, constituted by magnetite (iron oxide (II,11l)), of
the size below <50 nm, was obtained from Sigma Aldrich.
Dichloromethane was purchased from Avantor Performance
Materials Poland S.A.
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Do wytworzenia serii nanokompozytéw o réznych
zawartosciach wagowych nanododatku magnetycznego
(0%, 0,5%, 1% oraz 2% wzgledem suchej masy polime-
ru) wykorzystano metode odlewania folii/odparowywania
rozpuszczalnika. Przygotowano 5% roztwor polimeru
w dichlorometanie, ktéry nastepnie homogenizowano przez
24 godziny. Do roztworu polimeru dodano odpowiednig ilo$¢
magnetytu i cato$¢ mieszano mechanicznie przez godzing.
Po tym czasie roztwor polimeru odlano na szalke Petriego
i pozostawiono na 24 godziny w temp. pokojowej. W celu
usuniecia resztek organicznego rozpuszczalnika przygoto-
wane folie polimerowe suszono przez kolejng dobe w 30°C,
w warunkach prézni.

Materiaty poddano serii badan majgcych na celu zaréwno
ich charakterystyke materiatowa, jak i dokonanie ich wstep-
nej oceny pod katem zastosowan biologicznych. Obserwa-
cje mikroskopowe wykonano zaréwno dla dolnej, znajdujg-
cej sie od strony szklanego podtoza strony materiatow, jak
i gornej. Badania powierzchni obejmowaty: obserwacje
mikroskopowe przeprowadzone przy uzyciu mikroskopu
Axiovert 40 CFL firmy Zeiss w kontrascie fazowym oraz
wyznaczanie swobodnej energii powierzchniowej metodg
Owensa-Wedta w oparciu o pomiary kata zwilzania prze-
prowadzone za pomocg goniometru SA10Mk1 KRUSS.
Dla kazdego materiatu obserwacje mikroskopowe prze-
prowadzono na trzech prébkach pochodzacych z réznych
czesci otrzymanego filmu polimerowego. Energia po-
wierzchniowa, z uwzglednieniem skfadowej dyspersyjnej
oraz polarnej, zostata wyznaczona w oparciu o pomiary
zwilzalnosci wykonane dla wody dejonizowanej oraz
diodometanu przeprowadzone jedynie dla dolnej strony
materiatéw. Wynik kohcowy kata zwilzania jest srednig
arytmetyczng dziesieciu pojedynczych pomiardw.

Badania wiasciwosci magnetycznych, w tym okreslenie
parametrow tj. namagnesowanie nasycenia, remanencja
oraz pole koercji, przeprowadzono na magnetometrze
z wibrujgca prébkg firmy Lake Shore Cryotronics, Inc
w temp. pokojowe;j.

W celu wstepnej oceny degradacji nanokompozyty
inkubowano przez okres 28 dni w wodzie destylowanej
w temp. 37°C dokonujgc co 7 dni pomiaréw pH. Ponadto, po
zakonczeniu inkubacji poréwnano mase prébek przed i po
inkubacji w celu stwierdzenia ewentualnego ubytku masy.
Dla przygotowanych kompozytéw, zaréwno przed jak i po
inkubaciji, przeprowadzono takze testy wytrzymatosci na
rozcigganie przy uzyciu maszyny wytrzymatosciowej ZWICK
1435 z oprogramowaniem TestXpert 8.1 w warunkach
jednoosiowego rozciggania. Zatozona predkos¢ odksztal-
cenia wynosita 2 mm/min. Wyniki badan wytrzymatoscio-
wych stanowig $rednig arytmetyczng pieciu niezaleznie
przeprowadzonych pomiarow dla kazdego typu materiatu.
Analize statystyczng wynikdw wykonano w oparciu 0 metode
t-Studenta. Poziom ufnosci wynosit 0,95.

Badania wstepne biozgodnosci dolnej strony przygoto-
wanych materiatdw wykonano dla ludzkich osteoblastow
NH Ost (Lonza, USA). Z przygotowanego materiatu wy-
cieto krgzki o srednicy 1,2 cm pasujgce do 24-dotkowej
ptytki hodowlanej (Nunc, Dania). Krgzki sterylizowano
bezposrednio przed natozeniem komorek przez zanurzenie
w 70% alkoholu etylowym i naswietlaniu promieniowaniem
UV z kazdej strony przez 30 min. Komoérki hodowano na
biomateriatach przez 3 oraz 7 dni. Po tym czasie komorki
barwiono oranzem akrydyny przez okres 1 min wprowadza-
jac do dotka hodowlanego 10 pl barwnika o stezeniu 1 mg/ml
w medium hodowlanym. Materiaty nastepnie ptukano w
PBS oraz obserwowano za pomocg mikroskopu OLYMPUS
CX41 (Olympus, Japonia) z przystawka fluorescencyjng.
Dokumentacje fotograficzng przygotowano za pomocg
aparatu OLYMPUS E-520.

Method of foil casting/solvent evaporation was applied
for the production of a series of nanocomposites with dif-
ferent weight values of the magnetic additive (0%, 0.5%,
1% and 2%) with respect to the dry weight of the polymer).
5% (wt/wt) polymer solution in dichloromethane was pre-
pared, which was next homogenized for 24 hours. Conse-
quently, an appropriate amount of magnetite powder was
added to the polymer solution and the whole mixture was
stirred for 1 hour. Finally, the solution was cast into a glass
Petri dish and kept at a room temperature for 24 hours.
Afterwards, the foils were placed in a vacuum dryer, at
a temperature of 30°C for 24 h, in order to remove the
organic solvent residues.

The obtained materials underwent a series of tests aim-
ing at their material characterization as well as an evalua-
tion of their usability in biological applications. Microscopic
examinations of the surfaces of the foils were evaluated for
two sides of each sample, i.e. the bottom, remaining in the
direct contact with a glass Petri dish and the upper one,
remaining in the direct contact with an air, using an optical
microscope (Axiovert 40 CFL, Zeiss), operating in a phase
contrast mode. For every nanocomposite, observations were
conducted on three separate samples deriving from different
areas of the polymer film. Surface free energy (basing on
Owens-Wendt method) was evaluated basing on wettabil-
ity contact angle measurements performed using DSA-10
Kruss goniometer. Dispersive and polar components of the
surface energy were determined based on the measure-
ments conducted on deionized water and diiodomethane.
Each nanocomposite was tested 10 times. The results are
expressed as mean values + standard deviation (SD).

The examinations of the magnetic properties, including
the determination of the parameters, i.e. saturation mag-
netization, remanence and coercivity, were performed with
the use of a vibrating sample magnetometer by Lake Shore
Cryotronics, Inc., at a room temperature.

For the purpose of a preliminary evaluation of the degra-
dation, the nanocomposites were incubated for the period
of 28 days in distilled water at 37°C and the measurements
were performed every 7 days. What is more, after the end of
the incubation, the masses of the samples from before and
after the incubation were compared in order to determine
a possible mass loss. For the prepared nanocomposites,
both before and after the incubation, tensile strength tests
were also conducted with the use of a universal testing
machine ZWICK 1435 with the TestXpert 8.1 software,
under the conditions of a uniaxial tension. The assumed
deformation rate equalled 2 mm/min. The results of a tensile
strength test are the arithmetic means of five independent
measurements performed for each type of material. The
statistical analysis was based on Student’s t-test, with con-
fidence intervals of 0.95.

The preliminary examination of the biocompatibility was
performed on normal human osteoblasts, NHOst (Lonza,
USA). Circles of 1.2 mm diameter were excised from the
nanocomposites placed in the matching 24-well plate (Nunc,
Denmark) and sterilized directly before seeding the cells, by
immersing in 70% ethyl alcohol and exposing each side of
the disks to the UV radiation for 30 min. Cells were cultured
directly on biomaterials for 3 and 7 days. After this time,
the cells were stained for 1 min with acridine orange dye,
using 10 pl of stock per well, with concentration 1 mg/ml
of medium. Next, materials were rinsed with PBS and
observed with the use of an OLYMPUS CXU1 microscope
(Olympus, Japan), equipped with a fluorescence attach-
ment. Microphotographic documentation was prepared
using OLYMPUS E-520 camera.
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Wyniki i dyskusja

Krystalizacja poli(e-kaprolaktonu) jest procesem zalez-
nym od szeregu czynnikow tj.: warunkéw prowadzenia
procesu, masy czgsteczkowej polimeru, rodzaju rozpusz-
czalnika oraz nanododatku [41-44]. Obserwacje mikrosko-
powe (RYS. 1) wytworzonych nanokompozytéw wskazuja,
ze wprowadzenie do matrycy polimerowej niewielkiej ilosci
dodatku w postaci czgstek magnetycznych (0,5-1%) nie
wplywa znaczgco na rozmiar wykrystalizowanych sferolitow.
Sferolity widoczne na mikrofotografiach: folii z czystego
polimeru (RYS. 1: 1a, 1b) oraz nanokompozytow z 0,5%
i 1% zawartoscig magnetytu (RYS. 1: 2a, 2b, 3a, 3b) sg duze
i dobrze wyksztatcone, a ich rozrost jest limitowany gtéwnie
przez wzrost sferolitow znajdujgcych sie w najblizszym oto-
czeniu. Widoczne na wszystkich mikrofotografiach ciemne
obszary zlokalizowane przy granicach sferolitow odpowia-
dajg miejscom, w ktérych nie stykajg sie one bezposrednio
z innymi sferolitami tworzgc puste przestrzenie, stanowigce
swego rodzaju ,okna”, przez ktére mozna obserwowac sfe-
rolity zlokalizowane w nizszych warstwach filmoéw polimero-
wych. W poréwnaniu do folii odniesienia oraz nanokompozy-
téw zawierajgcych niewielkg zawarto$¢ dodatku, folie z 2%
zawartoscig nanoczgstek magnetycznych (RYS. 1: 4a, 4b)
charakteryzujg sie znaczgco mniejszymi sferolitami.
Co wiecej, na podstawie mikrofotografii nie mozliwe jest sci-
ste wytyczenie granic pomiedzy poszczegdlnymi sferolitami.
Zmniejszenie rozmiarow sferolitow dla nanokompozytéw
poli(e-kaprolakton)/magnetyt zostato takze zaobserwowane
przez Wang G.-S. et al. [44]. Jakkolwiek metody otrzymy-
wania magnetycznych nanokompozytéw polimerowych
w obu pracach roznig sie od siebie (w przypadku publika-
cji Wang G.-S. et al. zastosowano polimeryzacje in situ)
mozna przypuszczac, ze u podstaw obserwowanej zmiany
wielkosci sferolitow lezg te same zjawiska. Wprowadzenie
do matrycy polimerowej nanododatku jest zrodtem hetero-
genicznej nukleaciji krystalizacji poli(e-kaprolaktonu), w ktorej
nanoczgstki magnetyczne lub tez ich aglomeraty, stanowig
zarodki krystalizacji, co z kolei prowadzi do powstawania
licznych, mniejszych sferolitbw. Prawdopodobnie w przy-
padku nanokompozytéw o zawartosci 0,5 i 1% nanododatku
procesy jednorodnej i niejednorodnej nukleacji krystalizaciji
konkurujg ze soba, jednakze efekt krystalizacji zarodkujacej
na nanoczgstkach magnetycznych lub ich aglomeratach, ze
wzgledu na ich niewielkg ilo$¢, nie jest na tyle istotny, aby
wywotac¢ zmiany w morfologii filméw polimerowych.

Dodatek nanoczgstek magnetycznych obserwowalny jest
w postaci czarnych wtrgcen o réznej wielkosci jedynie na
dolnej stronie otrzymanych nanokompozytéw polimerowych
(RYS. 1: 2a, 2b, 3a, 3b, 43, 4b). Obecnos¢ magnetytu jedy-
nie przy dolnej powierzchni materiatéw zwigzana jest z opa-
daniem stosunkowo ciezkich czastek/aglomeratow po wyla-
niu zawiesiny nanoczgstek magnetytu w polimerze na szalke
Petriego. Wraz ze zwigkszajgcg sie zawartoscig magnetytu
widoczne sg coraz wieksze, przypadkowo zlokalizowane
aglomeraty o nieregularnych ksztattach. W przypadku folii
0 najnizszej zawartosci nanododatku dominujg aglomeraty
o rozmiarach rzedu kilku pm (RYS. 1: 2a), z kolei dla folii
zawierajgcej 1% magnetytu coraz liczniejsze sg aglomeraty,
ktorych wielko$¢ wynosi pomiedzy 10-30 um (RYS. 1: 3a).
Na mikrofotografii folii polimerowej o najwyzszej zawartosci
magnetytu (RYS. 1: 4a) widoczne sg aglomeraty o wielkosci
kilku, kilkudziesieciu, a takze powyzej 100 um. Wynika to
z faktu, ze wraz z rosngcym zageszczeniem nanoczastek
magnetycznych, coraz silniejsze sg wystepujace pomiedzy
nimi oddziatywania powodujgce ich wtérng aglomeracje, co
z kolei prowadzi do heterogenicznej dyspersji nanododatku
w obrebie matrycy polimerowe;.

Results and Discussions

Crystallization of poly(e-caprolactone) depends on
a number of factors like process conditions, polymer mo-
lecular weight, type of dissolvent and nanofiller [41-44].
The microscopic observations (FIG. 1) of the produced
nanocomposites revealed that the introduction of a small
amount of the additive in the form of magnetic nanoparti-
cles (0.5-1%) into the polymer matrix does not significantly
affect size of the observed spherulities. Spherulites visible
in the microphotographs of the film made of pure polymer
(FIG. 1: 1a, 1b) and nanocomposites with 0.5% and 1%
content of magnetite (FIG. 1: 2a, 2b, 3a, 3b), are large and
well-formed. Their growth is mainly limited by growth of
spherulites in immediate surroundings. Dark areas visible
at the borders of the spherulites are created by the spaces
with no immediate contact of the spherulites. These empty
spaces serve as a kind of windows through which spherulites
located in lower layers of polymer films can be observed.
In comparison to the reference film and the nanocomposites
contacting a small amount of the nanoadditive, the mate-
rial with 2% content of magnetic particles (Fig. 1: 4a, 4b) is
characterized by significantly smaller spherulities. Further-
more, based only on microphotographs, it is impossible to
determine the boundaries. Reduction in spherulites’ sizes for
nanocomposites poly(e-caprolactone)/iron oxide were also
observed by Wang G.s. et al. [44], where it has been pointed
out that the introduction of nanoadditive into polymer matrix
is a source of heterogeneous nucleation of crystallization
of poly(e-caprolactone). Magnetic nanoparticles or their
agglomerates are nuclei, which lead to creating numerous
but smaller spherulites [44]. Although the applied fabrica-
tion method is different in both works (in the case of Wang
G.S.’s paper in situ polymerization method was applied),
one can assume that the changes in the spherullites sizes
can be explained by the similar phenomena. Probably, in
the case of nanocomposites with 0.5% and 1% content of
magnetite, homogeneous and heterogeneous nucleation
of crystallization compete together but effect of crystalliza-
tion nucleating on magnetic nanoparticles/agglomerates
(because of their small amount) is insignificant to induce
changes in the morphology of the polymer films.

The agglomerates of magnetic nanoparticles can be seen
in the micrographs in the form of black inclusions (FIG. 1:
2a, 2b, 3a, 3b, 4a, 4b). Magnetite is observed only on the
lower side of the nanocomposites. This can be explained
by relatively high weight of the particles, causing their im-
mediate sedimentation after the suspension of magnetite
nanoparticles in polymer is being poured into a Petri dish.
Together with the increase of the % content of magnetite,
one can observe growth of randomly located agglomerates
with irregular shapes. In the case of polymer film with the
lowest content of nanoadditive, agglomerates with sizes
of a few um are dominating (FIG. 1: 2a). For the material
containing 1% of nanoadditive, the number of agglomerates
between 10-30 um increases (FIG. 1: 3a) and in the case
of the material with highest content of the magnetic nano-
particles (FIG. 1: 4a) the sizes of the agglomerates range
from several to more than 100 uym. Increasing sizes of the
agglomerates can be attributed to greater and stronger
interactions between the magnetic nanoparticles, caused
by higher density of those. Thus, their secondary agglom-
eration and heterogeneous dispersion within the polymer
matrix can be observed.
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RYS. 1. Mikrofotografie powierzchni filmoéw polimerowych. Dolna strona: a, gérna strona: b.
FIG. 1. Microphotographs of polymer films’ surfaces. Bottom side: a, upper side: b.

Wiasciwosci fizykochemiczne powierzchni biomateriatu
nalezg do istotnych czynnikdw wptywajgcych na wias-
ciwosci biologiczne materiatdw implantowanych. Jedng
z nich jest swobodna energia powierzchniowa (y*°) oraz
jej sktadowa polarna (y°), ktére bezposrednio wptywajg na
adhezje i proliferacje osteoblastéw [45-47]. Im wyzsza jest
wartos¢ swobodnej energii powierzchniowej, tym lepsza
jest adhezja komérek do podtoza. Z kolei im nizsza jest
wartos¢ komponenty polarnej, tym nizsza jest aktywnos$c
proliferacyjna osteoblastow.

Wartosci swobodnej energii powierzchniowej oraz jej
komponent dla otrzymanych materiatdw zamieszczono
w TABELI 1. Bazujgc na danych podanych w literaturze
[45-47] mozna przypuszczaé, ze najlepsza adhezja ko-
morek bedzie obserwowalna dla folii polimerowych z czy-
stego poli(e-kaprolaktonu), nanokompozytu polimerowego
z 1%-wa, 0,5%-wa oraz 2%-wg zawartoscig nanododatku.
Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze zmiany w wartosci swobod-
nej energii powierzchniowej spowodowane wprowadzeniem
nanododatku nie sg zbyt duze. Z kolei warto$¢ sktadowej polar-
nej obniza sie wraz z rosngca zawartoscig nanoczastek mag-
netycznych, a jej prawie 16-krotny spadek obserwowany jest
w przypadku nanokompozytu zawierajgcego 2% magnetytu.

TABELA 1. Wartosci swobodnej energii powierzch-
niowej (y*°'?') dla materiatu odniesienia oraz mag-
netycznych nanokompozytéw z uwzglednieniem
sktadowej dyspersyjnej (y°) oraz sktadowej
polarnej (yF).

TABLE 1. Values of the free surface energy (y'°*)
for the film made of pure poly(e-caprolactone) and
the magnetic nanocomposites, including disper-
sive (y°) and polar (y?) component.

Zawartosé
magnetytu yota! y° yP
Amount of [ mN/m] [ mN/m] [ mN/m]
magnetite
0% 50.48 +1.48 | 44.67 +£0.98 | 5.81+£0.50
0.5% 4581 +7.84 | 43.43+6.79 | 240+ 1.05
1% 4753 +1.06 | 45.38+0.87 | 2.14+£0.19
2% 43.46 £ 0.61 | 43.09+£0.51 | 0.37£0.10

Physicochemical properties of the surface of the biomate-
rials are the most important factors determining cell’s reac-
tion in contact with the biomaterial. Among many features
affecting material’s biocompatibility, surface free energy
(y*@) and its polar (y?) component, have been reported by
many studies to have a direct impact on the adhesion and
proliferation of the osteoblasts [45-47]. The higher is the
value of the surface free energy the better is the adhesion
of osteoblasts to the substrate. The smaller is the value of
the polar component the lower is the proliferative activity of
the osteoblasts.

Values of the surface free energy of the obtained materials
are given in TABLE 1. Based on the relations found in the
literature [45-47], it can be assumed that the best adhesion
of cells should be observed for the polymer film made of
pure poly(e-caprolactone) and nanocomposites with: 1%,
0.5% and 2% content of magnetite. It should be noted that
although the changes in the value of the surface free energy,
caused by the introduction of the nanoaddition into polymer
matrix, are not significant, the value of the polar component
of the surface free energy decreases consequently, when the
content of nanofiller increases, reaching substantial, nearly
16-fold decrement for the nanocomposite with 2% amount
of magnetite. Such drastic changes in the polar component
of the surface energy might indicate presence of the na-
noadditive also in the form of nanodispersion, consequently
interacting with the polymer chains, thus changing structure
of the nanocomposites’ surfaces.

The values of coercivity and remanence (TABLE 2) as well
as the shape of the hysteresis loop (FIG. 2) of the nanometric
magnetite point to a ferrimagnetic character of both the raw
nanoaddition and the prepared nanocomposites. Received
values of saturation magnetization for magnetic nanoparticles,
referred to as experimental data are found to be close to the
literature data for pure magnetite [48-50]. As a result of intro-
ducing magnetic particles into the polymer matrix, the value
of coercivity remains practically unchanged. The parameters
which undergo significant changes are: the magnetic rema-
nence and the saturation magnetization. This is caused by the
dependence between the values of both parameters and the
density of the magnetic particles, understood as the amount
of magnetic particles per unit of volume. Values of the rema-
nence and saturation magnetization were calculated assum-
ing that experimental data obtained for magnetite are 100%.
These values are referred to as calculated values in TABLE 2.
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©0o0co0o00 TABELA 2. Parametry magnetyczne magnetytu oraz nanokompozytow.
TABLE 2. Magnetic parameters of magnetite and nanocomposites.

Pole koercji Remanencja Namagnesowanie nasycenia
Coercive field strength Remanence Saturation magnetization
[kAm~] [Am?kg'] [Am?kg']
Zawarto$¢ magnetytu Zawartos¢ magnetytu Zawarto$¢ magnetytu
Amount of magnetie Amount of magnetite Amount of magnetite

0.5 % 1% 2% 0.5 % 1% 2% 0.5 % 1% 2%

PCL/Magnetyt
PCL/Magnetite - - - 0.003 0.004 0.004 0.06 0.02 0.04

0.080+ | 0.105+ | 0.193 0.68+ 0.86 = 1.65

Wartos¢ obliczona

Calculated Valuo 0045 | 0091 | 0182 | 038 0.76 152
Magnetyt 94 £ 2 9.1 £0.1 762+1.3
Magnetite

Ponadto zmiany wartosci energii swobodnej powierzchni
i komponenty polarnej moga $wiadczy¢é o zachodzgcych
zmianach budowy powierzchni, bedgcych konsekwencjg 0,0015
oddziatywania fancuchéw polimerowych z nanoczgstkami
magnetytu. Na tej podstawie mozna przypuszczac, ze
jakkolwiek na mikrofotografiach obserwowane sg réznej < 0,0005 |
wielkosci aglomeraty magnetytu, to czes¢ nanododatku N
pozostaje niezaglomerowana, w dyspersji nanometryczne;j. €
Wartos$¢ pola koercji, pozostatosci magnetycznej na- %;_0,0005_
nometrycznego magnetytu (TABELA 2) oraz ksztatt petli s
histerezy (RYS. 2) wskazujg na ferrimagnetyczny charak-
ter zarowno samego nanododatku jak i przygotowanych 00015
nanokompozytow polimerowych. Otrzymana warto$¢
namagnesowania nasycenia dla nanoczastek magnetycz- —0'0020-1,0 o & A s
nych zblizona jest do wartosci podanych w literaturze dla -
magnetytu [48-50]. Po wprowadzeniu do matrycy polimero- (MAm ]
wej czgstek magnetycznych wartos$¢ pola koercji pozostaje
niezmieniona. Parametrami, ktore w istotny sposob podlega- RYS. 2. Petle histerezy otrzymanych nanokompo-
jg zmianom sg remanencja i namagnesowanie nasycenia. zytéw polimerowych (nhamagnesowanie nasycenie
Spowodowane jest to bezposrednig zaleznoscig pomigedzy w przeliczeniu na mase proébki).
wartoscig obu tych parametréw, a gestoscia czastek mag- FIG. 2. Hysteresis loops of fabricated nanocom-
netycznych rozumiang jako ilo$¢ czgstek magnetycznych posites (saturations magnetization calculated
przypadajaca na jednostke objetosci. Ponadto, obliczono through mass of sample).
wartos¢ remanencji oraz namagnesowania nasycenia
przy zatozeniu, ze wartosci eksperymentalne otrzymane
dla magnetytu stanowig 100% (warto$c¢ ta jest oznaczona 02-
w TABELI 2, jako ,warto$¢ obliczona”). W przypadku nano-
kompozytéw o zawartosciach 1i2% pomiedzy wartosciami 1)
teoretycznymi, a eksperymentalnymi nie ma istotnych 014
rézni¢. Wartosci te jednak znacznie od siebie odbiegajg 3)
dla foli polimerowej o 0,5%-owej zawartosci nanododatku.
Rozwazania te znajdujg odzwierciedlenie w petlach histere-
zy otrzymanych dla nanokompozytoéw, w przypadku ktérych
namagnesowanie nasycenie zostato przeliczone na mase
magnetytu w badanej probce (RYS. 3). Petle histerezy dla
nanokompozytéw 1 i 2% sg zblizone, co do wartosci, do
L U) petli histerezy dla nanododatku, natomiast folia polimerowa
(@] 1 zawierajgca 0,5% nanododatku charakteryzuje sie petlg
histerezy o wyraznie wyzszym namagnesowaniu nasycenia. -0.2 . T T T " T " )
< Warto$¢ namagnesowania nasycenia jest pochodng dwoéch 10 05 a A R 40
konkurujgcych ze sobg oddziatywan: oddziatywan wymien- H[MAm"]
pd D: nych oraz dipolowych [51]. Obecnos¢ silnych oddziatywan
— L] wzajemnych powoduje réwnolegte porzadkowanie sie RYS. 3. Petle histerezy nanododatku (magnetytu)
o momentéw magnetycznych zwiekszajgc warto$¢ namagne- oraz nanokompozytéw (namagnesowanie nasyce-
L I_ sowania nasycenia. Oddziatywania dipolowe z kolei dgzg nie przeliczone na mase¢ magnetytu).
< do antyréwnolegtego ustawienia momentéw magnetycznych FIG. 3. Hysteresis loops of nanoaddition and fabri-
obnizajgc tym samym warto$¢ namagnesowania nasycenia. cated nanocomposites (saturations magnetization
= E calculated through mass of magnetite).
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Oddziatywania dipolowe sg jednak oddziatywaniami bli-
skiego zasiegu, co powoduje, ze w materiatach o niewiel-
kiej gestosci czgstek (w tym przypadku nanokompozytu
o zawartosci 0,5% dodatku) nie przeciwdziatajg efektyw-
nie oddziatywaniom wymiennym, czego konsekwencjg
jest wyzsza wartos¢ namagnesowania nasycenia niz
w przypadku magnetytu oraz nanokompozytéw o wyzszych
zawarto$ciach czgstek magnetycznych. Réznice pomiedzy
warto$ciami eksperymentalnymi a obliczonymi mogg by¢
takze spowodowane niejednorodnym rozprowadzeniem
nanoczgstek magnetycznych w obrebie matrycy, a takze
wystepowaniem wzajemnych oddziatywan pomiedzy czgst-
kami magnetycznymi z réznych obszaréw folii w kuwecie
pomiarowej. Mimo to mozna stwierdzi¢, ze w przypadku
nanokompozytow o wyzszej zawartosci nanoczastek mag-
netycznych, wartos¢ namagnesowania nasycenia zmienia
sie proporcjonalnie do zawartosci nanoczgstek magnetycz-
nych. Podobng zalezno$¢ w swojej pracy zaobserwowat
takze Kim J.-J. et al. [31].

Rozwazajgc ksztatt petli histerezy (RYS. 3) otrzymanych
dla nanododatku oraz magnetycznych folii polimerowych
mozna stwierdzi¢, ze majg one jednakowy przebieg. Wska-
zuje to na obecno$¢ oddziatywan tego samego rodzaju
pomiedzy nanoczgstkami zarébwno w magnetycznym prosz-
ku, jak i materiatach nanokompozytowych. Sugeruje to, ze
matryca polimerowa jest jedynie neutralnym nosnikiem dla
nanoczgstek magnetytu, niewptywajacym na ich wtasciwosci
magnetyczne.

Przeprowadzona inkubacja w temp. 37°C pozwolita
na wstepne okreslenie podatnosci na degradacje wytwo-
rzonych materiatdw nanokompozytéw w poréwnaniu do
filmu z poli(e-kaprolaktonu). Zaobserwowano sukcesywny
spadek pH wody destylowanej, w ktérej inkubowano probki
wraz z trwaniem inkubacji (TABELA 3). Dla magnetycznych
kompozytéw pH wody byto nieznacznie nizsze w poréw-
naniu do pH wody, w ktérej inkubowano folie wykonang
z czystego polimeru. W wyniku inkubacji nie zaobserwowano
znaczgcego ubytku masy badanych materiatéw (TABELA4).
Réznica pomiedzy masg przed i po inkubac;ji zblizona jest
do btedu pomiarowego.

TABELA 3. Wartos¢ pH w czasie trwania inkubacji.
TABLE 3. pH value during the duration of incubation.

Zawartosé

In the case of nanocomposites with 1% and 2% content
of magnetite, there are no significant differences between
calculated and experimental data. However, a significant dif-
ference in the calculated value can be observed for the poly-
mer film with 0.5% amount of magnetite. These results find
reflection in hysteresis loops for fabricated nanocomposites,
in which saturation magnetizations were calculated taking
into account mass of magnetite in tested sample (FIG. 3).
Hysteresis loops for nanocomposites 1 and 2 % are close
in value to hysteresis loop of nanoadditive but the polymer
film with 0.5% content of nanoadditive shows hysteresis
loop with significant higher saturation magnetization. Two
competing interactions influence the value of saturation
magnetization: dipole-dipole and exchange [51]. Presence
of strong exchange interactions causes parallel arrangement
of magnetic moments, which increase saturation magnetiza-
tion, whereas dipole-dipole interactions induce anti-parallel
arrangement of magnetic moments, thus decreasing the
value of saturation magentization. Dipole-dipole interactions
are short-range and for this reasons, in the case of materials
with low density of magnetic particles (as nanocomposite
with 0.5% content of nanoadditive), these cannot effec-
tively counteract the influence of exchange interactions.
As aresult, the value of saturation magnetization increases.
The differences between experimental and calculated data
may be caused by heterogeneous dispersion of magnetic
nanoparticles within polymer matrix and interactions be-
tween particles from various parts of materials in meas-
urement cell. Despite that, it can be stated that the nano-
composites with higher content of magnetic nanoadditive,
possess value of saturation magnetization proportional to
content of magnetic nanoparticles. Similar dependence was
also observed by Kim J.-J. et al. [31].

Considering the shapes of histeresis loop (FIG. 3)
obtained for nanoadditive and fabricated magnetic polymer
film, it can be concluded that they have equal courses.
It indicates the presence of the same type of interactions
both in magnetic powder and in nanocomposite materials.
It may suggest that polymer matrix is only a neutral carrier
for magnetite nanoparticles and is not affecting their mag-
netic properties.

The incubation performed at 37°C made it possible
to preliminarily determine the degradation rate of the
produced nanocomposite materials in comparison
to film made of poly(e-caprolactone). A successive
pH drop of the distilled water used to incubate the

TABELA 4. Masa probek przed i po inkubaciji.
TABLE 4. Weight of the samples before and after the incubation.

Zawartos¢é magnetytu / Amount of magnetite

magnetytu samples was observed with the incubation progress
Ao 0 dzien 7"c]jzier’1 14gzier’1 21 ?zierﬁ 28t92ier’1 (TABLE 3). The pH of the water used to incubate the
pclncich | Odays | 7Mday | 14%day | 21%day | 28" day | samples was slightly lower for the nanocomposites
0% 5.79 5.43 4.94 4.86 4.80 than for pure poly(e-caprolactone). No significant
mass loss of the examined materials was observed
0.5% S 542 468 471 4:51 as a result of the incubation as the observed differ-
1% 5.77 5.30 4.65 4.56 4.44 ences fall within the value of the measuring error
(TABLE 4). The difference in the masses before and

0,
el S o2 3 i 8 after the incubation is close to the measuring error.

0% 0.5% 1% 2%
Masa prébki Masa prébki Masa prébki Masa prébki
Weight of sample [g] | Weight of sample [g] | Weight of sample [g] | Weight of sample [g]
Przed inkubacjg
O e —————= 0.185 0.272 0.268 0.272
Po inkubacji

After incubation 0.183 0.271 0.266 0.269

A 0.002 0.001 0.002 0.003
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RYS. 4. Wytrzymatos¢ na rozcia-
ganie folii z poli(e-kaprolaktonu)
oraz magnetycznych nanokom-
pozytow przed i po inkubacji
w 37°C.

FIG. 4. Tensile strength of film
made of poly(e-caprolactone)
and nanocomposites before and
after incubation.

przed degradacja
before degradation
po degradacji

after degradation

RYS. 5. Hodowle osteoblastéw na folii z PCL-u (a: 3 dni, e: 7 dni) i nankompozytéw o 0,5% (b: 3 dni, f: 7 dni),
1% (c: 3 dni, g: 7 dni) oraz 2% (d: 3 dni, h: 7 dni) zawartosci magnetytu.

FIG. 5. Cultures of osteoblasts on foil made of PCL (a: 3 days, e: 7 days) and nanocomposites 0.5% (b: 3 day,
f: 7 days), 1% (c: 3 days, g: 7 days) and 2% (d: 3 days, h: 7 days).

Wyniki badan wiasciwosci mechanicznych przeprowa-
dzonych dla materiatéw przed degradacjg wykazaty niewielki
spadek wytrzymato$ci na rozcigganie po wprowadzeniu
czgstek magnetycznych do matrycy polimerowej (RYS. 4).
Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata, ze za
wyjgtkiem nanokompozytu zawierajgcego 1% nanododat-
ku obserwowane zmiany, jakkolwiek niewielkie, sg istotne
statycznie. Najwiekszy spadek wytrzymatosci, o 1,58 MPa,
obserwowany jest w przypadku nanokompozytu polimero-
wego o zawartosci 2% czgstek magnetycznych. Wytrzy-
matosci na rozcigganie dla kompozytéw 0,5% oraz 1%
i wynosza odpowiednio 10,28 MPa i 10,26 MPa. Nalezy jed-
nak pamietac, ze ze wzgledu na obecnos$¢ licznych, duzych
aglomeratéw nanoczgstek, wyniki badahn mechanicznych
nie sg do konca miarodajne.

Po inkubacji materiatéw przez 28 dni w temp. 37°C
zaobserwowano istotny statycznie spadek wytrzymatosci
na rozcigganie w przypadku dwoch materiatéw: folii wy-
konanej z czystego poli(e-kaprolaktonu) oraz folii o naj-
wyzszej zawartosci nanododatku, przy czym zmiana dla
nanokompozytu polimerowego jest znaczgco wieksza.
Na podstawie badan wytrzymatosciowych mozna przypusz-
czaé, ze biodegradacja biomateriatéw bedzie rozpoczynaé
sie od miejsc, w ktérych obecne sg aglomeraty nanoczg-
stek magnetycznych, a tym samym czas biodegradacji
materiatow o wyzej zawartosci nanododatku bedzie krotszy
w poréwnaniu do nanokompozytéw zawierajgcych mniejszg
ilo§¢ magnetytu, a takze czystego poli(e-kaprolaktonu).
Biodegradacja matrycy polimerowej materiatu zalezy od
rodzaju polimeru i jego budowy chemicznej, hydrofobowosci,
stopnia krystalicznosci, dlugosci tancuchéw polimerowych,
a takze porowatosci, rozwiniecia powierzchni, geometrii
oraz metody otrzymywania [34].

The results of the strength tests show a slight tensile
strength decrease after the introduction of the magnetic
particles into the polymer matrix (FIG. 4). Statistical analysis
shows that, except of nanocomposite with 1% content of na-
noaddition, although being small, the reported changes are
significant. The biggest decrease of tensile strength, equal
to 1.58 MPa, is observed for nanocomposite containing 2%
of magnetic particles. Tensile strengths for nanocomposites
with 0.5% and 1% content of nanomagnetite are 10.28 MPa
and 10.26 Pa, respectively. In must be noted, that due to
the presence of numerous, huge agglomerates, the results
of mechanical tests should be treated as purely indicative.

After the incubation for 28 days in 37°C, the significant
decrease in tensile strength was observed for both the pure
poly(e-caprolactone) film and the nanocomposite with the
highest content of the nanoaddition, with more significant
change in the case of the latter. Thus, it can be assumed
that the degradation of fabricated materials starts from
places where the agglomerates of magnetic nanoparticles
are present, thus biodegradation time of nanocomposites
with higher content of magnetic particles should be shorter,
compared to both nanocomposite with minor amount
of nanofiller and pure poly(e-caprolactone). Biodegrada-
tion of material’s polymer matrix depends also on a type of
polymer, its chemical composition, hydrophobicity, crystal-
linity, length of polymer chains and porosity, surface area,
geometry and fabrication method of material [34].
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Zarowno czysty poli(e-kaprolakton) jak i nanokompozyty
okazaly sie nietoksyczne dla komérek (RYS. 5). Na mikrofoto-
grafiach widoczne sa nie tylko dobrze rozptaszczone osteobla-
sty, lecz takze wieksze aglomeraty czgstek magnetycznych w
postaci czarnych obiektéw zlokalizowanych ponizej komorek.
Prawidtowy ksztait komorek i ich rownomierne rozmieszcze-
nie na powierzchni wszystkich foli sugeruja, ze wytworzone
materiaty sprzyjajg adhezji komoérek, umozliwiajgc ich dalszg
proliferacje oraz réznicowanie. Nalezy jednak wzig¢ pod
uwage fakt, ze przeprowadzone badania biologiczne miaty
charakter badan wstepnych, a ich celem byto jakosciowe
okreslenie cytotoksycznego wptywu materiatow na komorki
kostne. W celu zbadania efektywnosci wspomagania rege-
neracji tkanki kostnej przez magnetyczne nanokompozyty
polimerowe, planowane sg dalsze badania zaréwno przy ab-
sencji jak i w obecnosci zewnetrznego pola magnetycznego.

WhiosKki

Korzystajgc z prostej metody odlewania folii/odparo-
wania rozpuszczalnika wytworzono serie magnetycznych
nanokompozytow o rdéznej zawartosci czgstek magne-
tycznych. Na podstawie otrzymanych wynikow badan
mozna stwierdzi¢, ze magnetyczny nanododatek wykazuje
wysokg tendencje do aglomeracji. Zaréwno magnetyt jak
i nanokompozyty polimerowe wykazujg wtasciwosci ferri-
magnetyczne. Namagnesowania nasycenia nanokompozy-
téw polimerowych o wyzszej zawarto$ci nanododatku jest
wprost proporcjonalne do ilosci nanoczgstek magnetycz-
nych wprowadzonych do matrycy polimerowej. Zwarto$¢
magnetytu ponizej 2% nie wptywa znaczaco na degradacje
materiatu. Duza ilo$¢ aglomeratéw nanoczgstek w obrebie
matrycy polimerowej stanowi defekt materiatu i poprzez kon-
centracje naprezen przyczynia sie do obnizenia wtasciwosci
mechanicznych materiatu. Wstepne badania biologiczne nie
wykazaty cytotoksycznego wptywu na komorki, co pozwala
sadzi¢, ze wytworzone materiaty moga znalez¢ zastosowa-
nie w terapii dostarczania lekdw no$nikami magnetycznymi,
a takze stanowi¢ tworzywo do konstrukcji podtozy o biomi-
metycznych z tkankg kostng wiasciwosciach fizycznych.

Podziekowania

Praca zostata zrealizowana w ramach prac statutowych
nr 11.11.160.616 Wydziatu Inzynierii Materiatowej i Ceramiki
AGH Akademii Gérniczo-Hutniczej.
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As proven by the direct contact tests, both pure poly(e-
caprolactone and magnetic nanocomposites are biocompat-
ible (FIG. 5). In the microscopic photographs, well-flattened
cells together with magnetic particles in the form of black
objects, located below the cells, can be seen. Proper shapes
and uniform distribution of cells in the whole surface of the
foils suggests that fabricated materials favor the adhesion
of the cells, allowing for their further proliferation and dif-
ferentiation. It should be taken into account that performed
biological studies are only preliminary and aimed as trial
investigation of potential toxic influence of fabricated materi-
als on osteoblast cells. In order to investigate the efficiency
of magnetic composites to support bone tissue regeneration,
further studies are planned, both in absence and presence
of external magnetic field.

Conclusions

With the use of the simple method of foil casting/solvent
evaporation, a series of magnetic nanocomposites with dif-
ferent % wt. contents of magnetic particles were produced.
Basing on obtained results it can be concluded that magnetic
nanoaddition has high tendency to agglomerate. Both pure
magnetite and magnetic nanocomposites have ferrimag-
netic properties. Saturation magnetization of magnetic
nanocomposites with higher content of magnetic particles
is proportional to content of magnetite introduced into the
polymer matrix. Content of magnetite below 2% does not
influence significantly rate of degradation of the materials.
However, larger amount of nanoparticles favors formation of
their agglomerates, treated as a defect of materials, which
may cause stress concentration, consequently decreasing
mechanical properties of the material. Preliminary biological
studies demonstrated biocompatibility of fabricated materi-
als, which allows for the thesis that these materials could
find their application in drug delivery systems or may be
used as a promising material for constructing biomimetic
bone tissue scaffold.
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