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1. WPROWADZENIE

Istnieje kilka podstawowych wymagan, ktore sg szeroko akcepto-
wane przy projektowaniu biomateriatow. Wedtug najnowszych tren-
doéw biomateriat wytworzony z myslg o wypetnianiu ubytkéw kosci
powinien charakteryzowac sie zdolnoSciami osteokondukeyjnymi, co
wiaze sie z wysoka porowatoscig i odpowiednim rozmiarem poréw.
Przyjmuje sie, ze aby materiat o porowatej strukturze umozliwiat
dobrg migracje komérek tkanki kostnej i zapewniat odpowiednie wa-
runki do dostarczania substancji odzywczych w obrebie implantu,
optymalny Sredni wymiar poréw powinien zawiera¢ sie w zakresie
50-400 pym [1]. Istotne sg rowniez mniejsze pory, ktére utatwiajg

@ unaczynienie i trwate umiejscowienie implantu, natomiast pory

o Srednicy powyzej 500 um sprzyjajg powstawaniu tkanki wioknistej
[2]. WSrod pozadanych cech jako gtowne wcigz pozostaja biozgod-
nosc¢ i bioaktywnosé. Wazna cecha implantu jest takze jego biodegra-
dowalnosé czy bioresorbowalnosé wspétmierna do stopnia przebu-
dowy oraz odpowiednie wtasciwosci mechaniczne, podobne do tych,
jakie ma ko$¢é w miejscu naprawy. Oczekuje sie, aby po okresie wga-
jania biomateriat ulegt biodegradacji z odpowiednig szybkoscig, przy
czym nie powinien by¢ toksyczny dla otaczajgcych komérek.

Zanim materiaty opracowywane z mysla o zastosowaniach me-
dycznych beda mogly zosta¢ uznane za bezpieczne, muszg przejsé
odpowiednie badania. Rodzaje badan zalezg od przewidzianego
zastosowania i sg przedstawione w normie: PN-EN ISO 10993-1
Biologiczna ocena wyrobéw medycznych - Czes¢ 1: Ocena i ba-
danie w procesie zarzadzania ryzykiem. Biomateriaty implanta-
cyjne, w tym materiaty do wypetniania ubytkéw kosci, podlegaja
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petnienia ubytkéw tkanki kostnej. Jako przyktad ztozonosci The paper presents the expectations and requirements for
procesu opracowywania wykorzystano wyniki badan, ktorych designing of biomaterials used for filling bone tissue defects.

SEOWA KLUCZOWE celem byto wytworzenie i wstepna ocena wtasciwosci fizyko-  Results of the research on preparation and preliminary assess-
biomateriat, chemicznych porowatych biokompozytéw na bazie roztworéw ment of physicochemical properties of porous biocomposites
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analiza SEM-EDS, Zn0. Wytworzone biokompozyty maja odpowiednio dobrany Ca0-Si0,-P,0, system were used as an example of the complex-
bioaktywnosé sktad chemiczny i optymalny do osteointegracji, Sredni wy- ity of the design process. The obtained biocomposites have a

miar poréow. Wyniki badan SEM-EDS po inkubacji w SBF po-  properly prepared chemical composition and an average pore
twierdzajg zdolno$é do bioaktywnosci. Jednak, aby opraco-  size, optimal for osteointegration. The results of SEM-EDS

KEYWORDS wane biokompozyty mogty by¢ rozwazane jako materiaty do studies after incubation in SBF confirm the ability to bioactivity.
biomaterial, wypetniania ubytkéw tkanki kostnej wymagajg one dalszych However, for considering the developed biocomposites as mate-
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SEM-EDS analysis, ISO 10993-1 is required.
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szczegblnym wymaganiom i norma ta wyr6znia dla nich m.in. bada-
nia: cytotoksycznosci in vitro, genotoksycznosci, dziatania uczulaja-
cego, dziatania draznigcego, lokalnego efektu poimplantacyjnego
oraz wymaganie wykazania braku toksyczno$ci uktadowe;j.

Mimo, ze do klinicznych rekonstrukcji ubytkow tkanki kostnej
wykorzystuje sie najnowsze biomateriaty, to jednoczes$nie wciaz pro-
wadzone sg badania nad ich polepszaniem. Powierzchnia bioma-
teriatdw po wszczepieniu jest podatna na kolonizacje bakterii, co
moze prowadzi¢ do stanéw zapalnych i konieczno$ci leczenia an-
tybiotykami. Nadal problematyczne pozostaje zaprojektowanie ma-
teriatu w taki sposéb, aby jednoczeSnie wykazywat aktywnos¢ bio-
logicznag, petnit role materiatu wypetniajagcego ubytek kostny, stano-
wit matryce dla komérek, a takze wspomagat leczenie i regenera-
cje uszkodzonej tkanki [3]. W biomateriatach kompozytowych IlI ge-
neracji, od ktérych oczekuje sie osteoindukcyjnego charakteru po-
wierzchni oraz op6zniania lub zapobiegania kolonizacji drobnoustro-
jow, istotnymi sktadnikami sg biopolimery i bioszkta. Znane sg z lite-
ratury fachowej przyktady wykorzystania w inzynierii tkankowej poli-
merow zarowno naturalnych, jak i syntetycznych, biostabilnych i bio-
degradowalnych, a takze fosforanéw wapnia (np. hydroksyapatytu,
TCP) lub bioszkta Hencha. Dobrze znanymi polimerami stosowa-
nymi w inzynierii tkankowej, wykazujacymi biokompatybilno$é, nie-
toksycznosé i podatnosé na biodegradacje sa m.in. chitozan, algi-
nian sodu, kolagen oraz polilaktyd, kopolimer laktydu z glikolidem
lub polikaprolakton oraz glukan [4]. Sg one szeroko wykorzystywane
w przemysle, farmacji i biotechnologii, m.in. inzynierii tkankowej, ze
wzgledu na mozliwo$¢ ich degradacji przez enzymy do produktow
nietoksycznych. Chitozan jest polimerem naturalnym otrzymywanym
w procesie deacetylacji chityny, zawierajacym liniowo potaczone
wigzania B-1,4-glikozydowe czasteczek D-glukozoaminy i N-acetylo-
D-glukozoaminy. Jest otrzymywany w réznych formach morfologicz-
nych, tj. w postaci folii, nanoczgstek czy widkien.

Chitozan charakteryzuje sie dobra biozgodnoscia, ma wtasci-
wosci przeciwbakteryjne i hemostatyczne, jest takze biodegrado-
walny [5]. Udokumentowano szerokie spektrum dziatania anty-
bakteryjnego chityny, chitozanu i ich pochodnych. ZdolnoSci oste-
okondukcyjne czynig go przydatnym w inzynierii tkanek twardych,
jednakze jego wtasciwosci mechaniczne musza by¢ polepszane.
Obecnos¢ wypetniacza, np. bioszkta, moze kompensowaé dzia-
tanie kwasowych produktow degradacji. Pierwsze, najlepiej po-
znane bioaktywne szkto 45S5 o sktadzie chemicznym (% masowy):
24,5% Na,0, 24,5% Ca0, 45% SiO,, 6% P,0, [6], zostato opraco-
wane przez Larry’ego L. Hencha i od 1985 r. jest stosowane klinicz-
nie pod nazwa Bioglass®. W kolejnej generacji bioszkiet wykorzy-
stano metode zol-zel, ktéra pozwala wytwarzac bioaktywne szkta
nawet przy zwigkszonym udziale SiO, [7], co nie zawsze jest moz-
liwe w metodzie wysokotemperaturowej. Ponadto bioszkta wytwa-
rzane tg metoda mogg mieé postaé porowatej matrycy umozliwia-
jacej dostarczanie w sposéb kontrolowany np. czynnika bakterio-
béjczego. ZdolnoSciami bakteriobdjczymi cechujg sie jony metali
np. srebra, miedzi, cynku, ztota, ceru [8-15]. Sposréd wymienio-
nych cynk nalezy do pierwiastkow Sladowych w ludzkim organizmie,
a jego znaczenie uznano za wszechstronne, gdyz jest istotny w pro-
cesach wzrostu, w uktadzie nerwowym, a zwtaszcza w uktadzie im-
munologicznym [16-18].

W Zakfadzie Biomateriatéw ICiMB podjeto prébe opracowania
porowatego biokompozytu na bazie chitozanu i bioszkta dotowanego
ZnO do wypetniania ubytkéw kostnych, moggcego stanowié ruszto-
wanie dla komérek. Na podstawie danych literaturowych dokonano
zatozen dotyczacych sktadu chemicznego, Sredniego wymiaru poréw
z zakresu 40-300 um i bioaktywnosci. Mikrostrukture biokompo-
zytéw zamierzano kontrolowaé poprzez dob6r metody wytwarzania
i proporcji poszczegblnych sktadnikow.

Szkto i Ceramika ISSN 0039-8144

2. MATERIALY | METODY BADAN

2.1 Materiaty

Do wytwarzania porowatych biokompozytow na bazie chitozanu
i bioszkta dotowanego ZnO wykorzystano: tetraetoksysilan, szeScio-
wodny azotan(V) cynku (Sigma-Aldrich), fosforan(V) trietylu (Fluka),
czterowodny azotan(V) wapnia (Avantor), chitozan o stopniu deace-
tylacji 74% i lepkosci 411 mPas oraz kwas octowy cz. 80%, etanol
cz.d.a. 96% (Avantor).

2.2 Wytworzenie bioszkiet dotowanych ZnO metoda zol-zel
Opracowane sktady chemiczne bioszkiet miescity sie w uktadzie
Ca0-Si0,-P,0,. Bioszkto o zawartosci Si0, 70% mas., P,0, 5% mas.
i Ca0 25% mas. stanowito materiat odniesienia. W sktadach biosz-
kiet dotowanych ZnO, 1% mas. lub 2% mas. Ca0 zastgpiono ZnO.
Obecnos¢ cynku w bioszkle powinna przyczynic¢ sie do nadania mu
wiasciwosci bakteriobdjczych, dziatania immunostymulujgcego oraz
do pobudzania odnowy tkanek. Proces wytworzenia bioszkiet me-
toda zol-zel przeprowadzono, uwzgledniajac wezesniej opisang me-
todyke [20]. Po przeprowadzeniu mieszanin reakcyjnych z zolu w zel
i zakonczeniu suszenia, wygrzewano je w piecu elektrycznym w tem-
peraturze 600°C przez 6 h. W ten sposob uzyskano gruboziarniste
proszki, ktére nastepnie rozdrobniono mechanicznie. Granulacja
bioszkiet P5 i P5Zn2 charakteryzowata sie ziarnami ponizej 1,0 mm,
a domielonego bioszkta o symbolu P5Zn1g ponizej 0,1 mm (tabela
1). Rozktad ziarnowy bioszkta P5Zn1g wykazat, ze 50% ziaren miato
Srednice ponizej 30 um (rys. 1).

Tab. 1. Sktad chemiczny i rozdrobnienie bioszkiet.

P5 70 5 25 - <1.0
P5Zn1 70 5 24 1 <1.0
P5Znilg 70 5 24 1 <0.1
P5Zn2 70 5 23 2 <1.0

2.3 Wytworzenie porowatych biokompozytow

Porowate biokompozyty otrzymywano na drodze suszenia liofiliza-
cyjnego stabilnych dyspersji utworzonych poprzez naprzemienne
mieszanie magnetyczne i ultradzwiekowe roztworéw chitozanu ze
szktem. Do badan przygotowano 2% roztwor chitozanu w 1% roz-
tworze kwasu octowego. Otrzymane dyspersje poddano procesowi
liofilizacji obejmujgcemu zamrazanie i sublimacje rozpuszczalnika.
Proces prowadzono w liofilizatorze BETA 1-16 firmy Christ i otrzy-
mano biokompozyty w formie ksztattek. Mikrostrukture biokompo-
zytéw kontrolowano poprzez dobor odpowiedniej ilosci bioszkta, jego
granulacji (tabela 2) oraz iloSci rozpuszczalnika w dyspersji podda-
wanej procesowi liofilizacji (tabela 3).

Proces liofilizacji obejmujacy zamrazanie i sublimacje rozpusz-
czalnika przeprowadzono w liofilizatorze BETA 1-16 firmy Christ.
Suszenie w niskich temperaturach pozwolito zachowac niezmie-
nione wtasciwosci chitozanu jako sktadnika biokompozytow.

2.4 Metody badan

Badania mikroskopowe wytworzonych biokompozytéw wykonano
przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego z emisjg po-
lowa firmy FEI, model Nova NanoSEM 200. Prébki nienapylone obra-
zowano w warunkach niskiej prézni z zastosowaniem detektora vCD
przy napieciu przyspieszajgcym 15 kV. Natomiast, przed badaniem
mikrostruktury prébki pokryto materiatem przewodzgacym w napy-
larce Leica EM SCD500 i wykonano obrazowanie z zastosowaniem
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Rys. 1. Rozktad ziarnowy bioszkta P5Zn1g wykonany laserowym analizatorem
uziarnienia firmy Malvern Instruments.

Tab. 2. Otrzymane biokompozyty z udziatem bioszkiet P5, P5Zn1,
P5Zn2 oraz chitozanu.

Bioszkto 1:1 P5Ch_1:1
P5 1.3 P5Ch_1:3
1.5 P5Ch_1:5
Bioszkto 1:1 P5ZniCh_1:1
P5Zn1 1.3 P5Zn1Ch_1:3
1:5 P5Zni1Ch_1:5
Bioszkto 1:1 P5Zn2Ch_1:1
P5Zn2 1:3 P5Zn2Ch_1:3
15 P5Zn2Ch_1:5

Tab. 3. Biokompozyty otrzymane w oparciu o dyspersje zawierajgce rézne ilosci
rozpuszczalnika.

P5Zn1gCh_1:1 0
P5Zn1gCh_1:1+0,2 1% roztwor kwasu octowego 20
P5Zn1gCh_1:1+0,4 40

detektora ETD przy napieciu przyspieszajacym 10 kV, w warunkach
wysokiej prozni. WielkoS¢ poréw zostata okreslona poprzez pomiar
liniowy obrazéw SEM przy duzym powiekszeniu.

Ocene bioaktywnosci przeprowadzono poprzez poréwnanie ana-
liz EDS sktadow chemicznych przed i po kontakcie z roztworem sy-
mulujgcym osocze (SBF). Badania powierzchni wtasciwej probek
przeprowadzono, wykorzystujgc wyznaczone eksperymentalnie izo-
termy adsorpcji fizycznej azotu, przy uzyciu aparatu Quadrasorb Sl
firmy Quantachrome.

Dla okreslenia bioaktywnosSci in vitro wytworzonych biokompozy-
tow w oparciu o zmiany stosunku Ca/P, przeprowadzono ocene od-
dziatywania z ptynem symulujacym osocze (SBF) [19]. W tym celu,
probki wytworzonego biokompozytu o wymiarach 5 mm x 5 mm x
3 mm, umieszczano w szklanym naczyniu, zalano 15 ml roztworu
SBF, szczelnie zamknieto i przetrzymano w temperaturze 37°C. Po
28 dniach inkubacji prébki przemyto wodg destylowang i poddano
liofilizacji. Analize chemiczng bezwzorcowa, obejmujgca efekty po-
wierzchniowe, wykonano z zastosowaniem detektora EDS model
SDD Apollo X firmy EDAX w warunkach niskiej prozni.

3. OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

3.1 Badania mikrostruktury

We wszystkich otrzymanych biokompozytach ziarna bioszkiet rozto-
zone bylty w matrycy polimeru w sposéb losowy bez widocznych aglo-
meratow. Obraz SEM przekroju P5Zn1gCH_1:1 (rys. 2a-c) wykazuje
mikrostrukture otwartych, potaczonych wewnatrz poréw o wymia-
rach mieszczacych sie w zakresie 40-300 um. Wraz ze wzrostem
stosunku ilosci bioszkta do polimeru, mikrostruktura biokompozytu
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staje sie bardziej nieregularna i wielko$é poréw maleje. Udziat biosz-
kta o wiekszych ziarnach takze powoduje zaburzenie mikrostruktury
i znieksztatcenie poréw (rys. 4a-b). Zmiana ilosci rozpuszczalnika
wptywa na stabilno$¢ dyspersji poddawanych liofilizacji, na ksztatt
i wielkos¢ porow biokompozytu, a takze na jego sztywnos¢ (rys. 5).

Rys. 2. Obrazy SEM biokompozytéw z r6znym udziatem bioszkta i chitozanu
oraz r6zng wielkoscia poréw: a) P5Zn1gCh_1:5 z porami 70-300 ym,
b) P5Zn1gCh_1:3 z porami 50-120 ym, c) P5Zn1gCh_1:1 z porami 40-90 pm.

Zmniejszenie wielkosci porow moze by¢ zwigzane ze zmniej-
szeniem sie wzglednej zawartosci rozpuszczalnika w stosunku do
catkowitej ilosci polimeru i bioszkta w czasie wytwarzania biokom-
pozytéw. Czastki bioszkta, ktére sa gesto upakowane w matrycy
roztworu polimeru, mogg by¢ Zrédtem duzej liczby punktéw nukle-
acji i zaburza¢ wzrost krysztatéw rozpuszczalnika w niskiej tem-
peraturze. Niemniej zaobserwowano, ze biokompozyty o najmniej-
szych rozmiarach poréw, w ktoérych stosunek bioszkta do chito-
zanu byt najwiekszy, charakteryzowaty sie najwieksza sztywnoscig
i trwatoscig struktury.

Rys. 3. Obrazy SEM biokompozytow z udziatem bioszkiet o réznej wielkosci
ziarna i zawartosci chitozanu: a) P5Zn2Ch_1:1, b) P5Zn1gCh_1:1.

Wielkos¢ ziaren bioszkta rowniez ma wptyw na mikrostrukture otrzymy-
wanych porowatych biokompozytoéw, co potwierdzaja obrazy SEM (rys.
3a-b). Dodatek szkfa o wiekszych wymiarach ziaren powoduje cze-
Sciowe znieksztatcenie mikrostruktury biokompozytéw - w przypadku
biokompozytu P5Zn2CH_1:1 zawierajgcego grubsze ziarna (<1 mm)
zauwazono sptaszczenie i wydtuzenie powstatych mikrostruktur.

Rys. 4. Obrazy SEM biokompozytow otrzymanych z dyspersji bioszkta i chitozanu
z r6zng zawartoscia rozpuszczalnika: a) P5Zn1gCh_1:1, b) P5Zn1gCh_1:1+0.2,
¢) P5Zn1gCh_1:1+0.4.

Dla biokompozytu P5Zn1gCh_1:1 zbadano zalezno$¢ mikro-
struktury od ilosci rozpuszczalnika w dyspersji. Obrazy SEM poka-
zUjg, ze 20% nadmiar rozpuszczalnika w stosunku do jego iloSci
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wyjSciowej w dyspersji powoduje wydtuzenie i sptaszczenie porow
w otrzymywanych biokompozytach. Natomiast, 40% nadmiar roz-
puszczalnika sprawia, ze mikrostruktura staje sie bardziej nieregu-
larna w poréwnaniu do P5Zn1gCH_1:1, podczas gdy wielkoS¢ poréw
(co potwierdzaja obrazy SEM, rys. 4a-c) pozostaje podobna.

3.2 Badania bioaktywnosci
Wykonane po 28-dniowej inkubacji biokompozytu w SBF obrazy SEM
nie dowodza jednoznacznie uformowania na ich powierzchni war-
stwy apatytowej. W biokompozycie ziarna szkta sg pokryte cienka
warstwa polimeru, co moze powodowac ograniczenie migracji jonow.
Niemniej wykorzystujac technike bezwzorcowej analizy chemicznej
z zastosowaniem detektora EDS zaobserwowano zmiany sktadu che-
micznego na powierzchni biokompozytéw przed i po inkubacji w sy-
mulowanym ptynie fizjologicznym (rys. 5c i ). Na widmach EDS w ob-
szarze polimeru zarejestrowano bardzo niskie intensywnosci sygna-
tow pochodzacych od pierwiastkéw: Ca, P i Si, natomiast wysoki sy-
gnat od C. Dlatego uwage skupiono gtéwnie na okresleniu zmian
w intensywnosci sygnatéw na powierzchni ziaren szkfa. Przed inku-
bacja w SBF obserwowane sygnaty pochodzg od Si, Ca i P obecnych
w bioszkle. Intensywno$¢ sygnatu pochodzacego od Si jest znacz-
nie wieksza niz intensywnos¢ sygnatéw pochodzacych od Ca i P, co
wigze sie ze sktadem szkta. Intensywnosé sygnatow na widmach EDS
pochodzacych od Si, Ca i P po inkubacji biokompozytow w SBF zna-
czaco sie zmienia i wskazuje na wzbogacenie warstwy powierzchnio-
wej bioszkta w Ca i P, co $wiadczy o indukowaniu bioaktywnosci, czyli
rozpoczeciu procesu powstawania warstwy apatytowe;.

Rozwiniecie powierzchni, ktére decyduje o kinetyce uwalniania
jonoéw, co posrednio ma wptyw na bioaktywno$é, dla biokompozytu
P5Zn1gCh_1:1 wynosito (127,68 + 0,02) m?/g.

4. PODSUMOWANIE

Opracowywanie biomateriatu jest procesem bardzo ztozonym, bio-
ragc pod uwage koniecznos¢ doboru i przeprowadzania badan na
kazdym etapie. Wasciwosci biomateriatu i rodzaj wykonywanych
badan sg Scisle powigzane z przewidzianym przysztym zastosowa-
niem. Zanim opracowany biomateriat bedzie moégt zostaé uznany
za bezpieczny do stosowania, musi spetnia¢ odpowiednie wymaga-
nia normy PN-EN ISO 10993 Biologiczna ocena wyrobow medycz-
nych - Czes¢ 1: Ocena i badanie w procesie zarzgdzania ryzykiem.

W pracy realizowanej w Zaktadzie Biomateriatéw ICiMB zastoso-
wanie chitozanu i bioszkta dotowanego ZnO otrzymanego w syntezie
zol-zel, a takze odpowiednich warunkéw liofilizacji i obrobki chemicz-
nej pozwolito na wytworzenie porowatych biokompozytéw o odpowied-
nio dobranym sktadzie chemicznym i optymalnym srednim wymiarze
poréw, typowym dla komérek tkanki kostnej. Obrazy SEM przekrojow
otrzymanych prébek pozwalajg zaobserwowaé mikrostrukture otwar-
tych, potgczonych wewnatrz poréw o Srednicy mieszczacej sie w za-
kresie 40-300 um. We wszystkich biokompozytach ziarna bioszkia sg
roztozone w matrycy polimeru w sposob losowy bez widocznych aglo-
meratow. Wyniki badan SEM-EDS po inkubacji w SBF otrzymanych bio-
kompozytow wykazujg wzbogacenie warstwy powierzchniowej bioszkta
w Ca i P, co Swiadczy o indukowaniu bioaktywnosci.

Z uwagi na wykazane wiasciwosci biokompozyty na bazie chito-
zanu i bioszkta dotowanego ZnO mogg by¢ rozpatrywane jako mate-
riaty bioaktywne o mikrostrukturze zapewniajgcej osteointegracje.
Jednak, aby mogty byé rozwazane jako bezpieczne materiaty do wy-
petniania ubytkéw kostnych, wymagaija dalszych badan przewidzia-
nych w normie ISO 10993, w celu potwierdzenia ich braku dziatania
cytotoksycznego in vitro, genotoksycznego, uczulajacego, draznig-
cego oraz lokalnego efektu poimplantacyjnego.

Praca zostata sfinansowana ze srodkéw przeznaczonych na dziatalno$¢ statutowa
Instytutu Ceramiki i Materiatow Budowlanych w Warszawie.

20 SzktoiCeramika ISSN 0039-8144

00 4 T T T T T T T T T T
000 100 200 300 400 500 600 700 800 900 10.00
Energy - keV
Analiza EDS w obszarze polimeru (A)

0
23 €a

»
1 Ca

004 T T T T T T T T
000 100 200 300 400 500 600 7.00 800 900 10.00
Energy - keV'

Analiza EDS w obszarze bioszkia (B)

Rys. 7. Obrazy SEM a) biokompozyt
P5Zn2Ch_1:1 przed inkubacja w

SBF, b) biokompozytu P5Zn2Ch_1:1

w obszarze polimeru przed inkubacjg
w SBF, ¢) analiza EDS biokompozytu
P5Zn2Ch_1:1 w obszarze bioszkia
przed inkubacjg w SBF, d) biokompozyt
P5Zn2Ch_1:1 po inkubacji w SBF,

e) analiza EDS biokompozytu
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Analiza EDS w obszarze bioszkia (B) inku baCJI w SBF.
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