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Streszczenie

Celem pracy by a modyÞ kacja warstwy wierzchniej 

biomateria ów ceramicznych nale cych do grupy 

fosforanów wapnia –hydroksyapatyt (HA) oraz -fo-

sforan trójwapniowy ( -TCP), a nast pnie okre lenie 

wybranych w a ciwo ci biologicznych otrzymanych 

materia ów. Jako modyfikatory zastosowano dwa 

polimery biodegradowalne: glikol poli(oksy etylenowy) 

(PEG) oraz polihydroksyma lan (PHB). 

Pomy lno  procesu modyÞ kacji potwierdzono za 

pomoc  spektroskopii w podczerwieni (FT-IR; ATR) 

oraz spektroskopii Ramana. Biomateria y przed mo-

dyÞ kacj  oraz po modyÞ kacji poddano testom okre la-

j cym ich zdolno  do degradacji oraz narastania hy-

droksyapatytu. Test degradacji przeprowadzono zanu-

rzaj c materia y w roztworze buforowym tris-HCl przez 

okres czterech tygodni, w ci gu których dokonywano 

pomiaru masy w odst pach tygodniowych. W celu 

zbadania zdolno ci wzrostu hydroksyapatytu na po-

wierzchni materia ów, próbki inkubowano w p ynie sy-

muluj cym osocze krwi (SBF) w temperaturze 37o77 C 

przez miesi c. Zmiany zachodz ce na powierzchni ba-

danych materia ów rejestrowano w odst pach tygo-

dniowych za pomoc  skaningowego mikroskopu elek-

tronowego (SEM) oraz spektroskopii w podczerwieni. 

Na podstawie przeprowadzonych bada  stwier-

dzono, e szybko  procesu degradacji (obliczona na 

podstawie procentowego ubytku masy) biomateria ów 

modyÞ kowanych zwi kszy a si  w przypadku hydrok-

syapatytu zarówno modyÞ kowanego PEG jak i PHB, 

natomiast w przypadku -TCP szybko  ta by a na 

porównywalnym poziomie w porównaniu do materia-

u wyj ciowego. Analiza obrazów wykonanych z wyko-

rzystaniem SEM wykaza a widoczne zmiany w morfo-

logii powierzchni modyÞ kowanych materia ów. Zmiany 

te mog  wiadczy  o w a ciwo ciach osteoindukcyj-

nych tych biomateria ów.

S owa kluczowe: hydroksyapatyt, -fosforan

trójwapniowy, modyÞ kacja warstwy wierzchniej, glikol 

poli(oksyetylenowy), polihydroksyma lan, bioaktyw-

no .

[In ynieria Biomateria ów, 116-117, (2012), 29-32]

Wprowadzenie

Ze wzgl du na zdolno  trwa ego po czenia z yw  

tkank  oraz zdolno  do regeneracji ko ci [1,2], biomateria y 

ceramiczne, spo ród wielu grup biomateria ów stosowa-

nych w medycynie ciesz  si  du ym zainteresowaniem. 
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Abstract

The main aim of this study is surface modiÞ cation 

of ceramic biomaterials, belong to calcium phospha-

tes group- hydroxyapatite (HA) and  - tricalcium 

phosphate ( -TCP)- and furthermore selected biolo-

gical properties of obtained materials is determined. 

Polyethylene glycol (PEG) and polyhydroxybutyrate 

(PHB) are used as modiÞ ers.

The process of surface modiÞ cation of biomate-

rials is conÞ rmed by means of infrared spectroscopy 

(FT-IR; ATR) and Raman spectroscopy. In presented 

study the obtained powder materials are formed on 

pellets and incubated in SBF (simulated body ß uids 

solution) at body temperature. Formation of apatite 

layer was evaluated by means of Scanning Electron

Microscope (SEM). The degradation behavior  was 

carried out at 37o77 C for up to 28 days at  pH 7.4 using 

Tris-HCl solution, and is referred to as simulation 

solution testing. The samples were incubated for 7, 

14, and 28 days  for  the both  simulation  solution

testing,  using  triplicate samples.  

The degradation testing of modiÞ ed HA showed 

a higher weight loss compared with unmodiÞ ed HA. 

In the case of  -TCP the degradation rate was in si-

milar level before and after modiÞ cation. SEM images 

of   materials showed visible changes in all of bioma-

terials surfaces. This changes may suggest the ability 

to form HA and osteoinductive properties of materials.        

Keywords: hydroxyapatite, -tricalcium phospha-

te, surface modiÞ cation, polyethylene glycol, polyhy-

droxybutyrate, bioactivity
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Introduction

Ceramic biomaterials are mainly based on bioceramics 

calcium phosphates like hydroxyapatite (HA) and -tricalci-

um phosphate ( -TCP). These materials, due to their biologi-

cal properties and structural similarity to human bone, teeth 

and enamel, have many applications in medicine, especially 

in: orthopedics, dentistry, maxillo-facial and plastic surgery 

[1,2] . HA is found in various forms: powder, dens or porous 

material or component of composites. These composites are 

made up of HA and metallic or polymer material [3].  HA is 

also applied as drug carrier, adsorbent in protein column 

chromatography, catalyst and ion exchanger [5, 6].

The most important attributes of HA and -TCP are 

biological properties, such as high biocompatibility and bio-

activity [4]. Due to these features bioceramic materials are 
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fosforanach wapnia, do których nale  sze cioortofosforan

(V) dwuwodorotlenek dziesi ciowapnia, czyli hydroksy-

apatyt (HA) o wzorze sumarycznym Ca10(PO4)6(OH)2 oraz 

dwuortofosforan (V) trójwapnia, czyli -fosforan trójwap-

niowy ( -TCP) opisany wzorem Ca3(PO4)2 [1,4-6,8]. Ze 

wzgl du na swoje mineralogiczne podobie stwo do apatytu 

biologicznego, który stanowi podstawowy sk adnik ko ci 

i z bów materia y te charakteryzuj  si  w a ciwo ciami 

materia ów implantacyjnych tzn. s  biozgodne, bioaktywne 

oraz osteokonduktywne [7,9]. Niestety materia y te posia-

daj  równie  wady a do najwi kszych z nich nale y s aba 

wytrzyma o  mechaniczna zarówno HA jak i -TCP [1-3, 

5-9]. Podstawow  ró nic  pomi dzy tymi dwoma materia-

ami jest to, e -TCP jest degradowalny a co za tym idzie 

równie  resorbowalny w organizmie ywym, natomiast HA 

nie posiada tej zdolno ci, poniewa  jest degradowalny tylko 

w formie porowatej. Pomimo bardzo dobrej biozgodno ci 

oraz bioaktywno ci ceramika oparta na fosforanach wapnia 

znalaz a dotychczas zastosowanie w substytucji ubytków 

kostnych w miejscach nie przenosz cych znacznych obci -

e  mechanicznych, za  w miejscach obci onych jedynie

jako pokrycia na implantach metalicznych lub w glowych. Ze 

wzgl du na niewystarczaj c  wytrzyma o  mechaniczn  

oraz nieodpowiedni  resorbowalno  konieczna jest mody-

Þ kacja powierzchni tych materia ów, aby mog y by  szerzej 

stosowane w nowoczesnej medycynie.

Materia y i metody

ModyÞ kacje przeprowadzono poprzez zastosowanie che-

micznej metody szczepienia cz stek modyÞ katora na po-

wierzchni biomateria u. Jako modyÞ katory zastosowano dwa 

polimery z grupy biodegradowalnych tj.: glikol poli(oksyety-

lenowy) - PEG (Mn=1000, Sigma-Aldrich) oraz polihydroksy-

ma lan - PHB (Sigma-Aldrich). ModyÞ kacja z u yciem PEG 

jako modyÞ katora jest reakcj  dwuetapow , w której jako 

czynnik sprz gaj cy zastosowano heksametyleno diizocy-

janian. Natomiast cz stki PHB zosta y przy czone bezpo-

rednio do powierzchni biomateria u.

Proces modyÞ kacji na powierzchni biomateria ów zosta

potwierdzony metod  spektroskopii w podczerwieni z trans-

formacj  Fouriera (ang. Fourier Transform Infrared Spectro-

scopy, FT-IR), technik  ATR/FTIR - os abionego ca kowitego 

wewn trznego odbicia (ang. Attenuated Total Reß ectance, 

ATR) oraz spektroskopii Ramana.

Materia y proszkowe zosta y sprasowane za pomoc  

tabletkarki umieszczonej pod pras  hydrauliczn  o sile 

nacisku 4 MPa. Badanie zdolno ci do degradacji prze-

prowadzono zanurzaj c pastylki w roztworze buforowym 

tris-HCl, natomiast w celu obserwacji wzrostu warstwy 

apatytowej  pastylki inkubowano w p ynie symuluj cym 

osocze krwi (ang. Simulated Body Fluid, SBF) przygoto-

wanym wg procedury opisanej przez Kokubo [7]. Inkubacje 

materia ów w roztworze tris-HCl oraz SBF przeprowadzono 

w temperaturze 37oC przez okres 30 dni. Podczas trwania

testu zdolno ci narastania hydroksyapatytu na powierzchni 

biomateria ów co tydzie  wymieniano SBF, aby zapewni

dop yw wie ych jonów. Materia y analizowano w odst pach 

tygodniowych, czyli po 7, 14, 21 oraz 28 dniach. Po up ywie 

okre lonego czasu próbki by y wyjmowane z roztworów, 

przemywane wod  destylowan , suszone w temperaturze 

60oC a nast pnie wa one. Ka dy pomiar zosta  wykonany 

trzykrotnie. Zmiany zachodz ce na powierzchni materia-

ów obserwowano za pomoc  skaningowego mikroskopu

elektronowego. 

considered as inert material in human body [1-4].  Moreover, 

HA and -TCP are also resorbable in tissue. It is desired 

property in case of application in bone regeneration because 

applied material undergoes resorption and is replaced by 

new tissue [5-8,10]. Thus both types of ceramics are used 

in clinical practice for stimulation of bone ongrowth on ce-

mentless endo-prosthetic components [6,7]. However, weak 

mechanical properties (ß exural strength and low fracture 

toughness) and inappropriate resorbability limit their use as 

individual biomaterials. For instance, it was shown, that HA 

resorbed too slowly in comparison to velocity of new cells 

restoration. This results in retained parts of HA after months 

and years after implantation and then bone regrowth is im-

paired. While, in case of -TCP the resorbtion too fast. Then 

biomaterial scaffold disappear before new bone ongrowth 

[9]. Moreover, the major disadvantage of HA and -TCP is 

weak mechanical strength, brittleness and facility to rapture. 

These properties limit the application of HA and -TCP in 

modern medicine as individual biomaterial. Therefore, the 

modiÞ cation of their surface is necessary. ModiÞ cation of 

biomaterials allows manipulation of their properties in the 

desired direction. Therefore, due to modiÞ cation process, it 

is possible to obtain biomaterial of improved properties.

Materials and methods

In this study one of chemical modiÞ cation methods name 

grafting is used.  Two  degradable polymers: polyethylene

glycol (Mn=1000, Sigma-Aldrich) and polyhydroxybutyrate 

(Sigma-Aldrich) are used as a modiÞ ers. In this method 

the connection between biomaterial and modiÞ er could be 

direct or indirect.  In the case of PHB the reaction belongs 

to indirect connection, but in case of PEG between HA and 

modiÞ er, the coupling agent is necessary. As a coupling 

agent hexamethylene diisocyanate is used. 

The modiÞ cation process of HA and  -TCP surface 

is confirmed by means of  Fourier Transform Infrared 

Spectroscopy (FT-IR, Vertex 70, Bruker),  Attenuated To-

tal Reß ectance (ATR, Vertex 70) and Raman spectroscopy

(Renishaw). 

The bioactivity of obtained materials specimens was eval-

uated by examining the apatite formation on their surfaces  

in  SBF.  SBF  was  prepared  according to the procedure 

described by Kokubo [7]. Nonsterilized,  pellets  with  the  

size  of 2 mm in thickness, 13 mm in diameter  were  then 

soaked in 30 mL of SBF at 37oC for 7, 14, 21, and 28 days 

with change  the  solution  after each week during  soaking 

tiime. After soaking, specimens were removed from the 

SBF solution, gently rinsed with deionized water, and dried 

at 60oC. Scanning electron microscopy (SEM, Evo) are  

used  to  monitor  the morphology of  apatite  formed  on  

the biomaterials surfaces. Degradation test is performed at 

pH 7.4 using Tris-HCl solution without solution replacement 

at 37oC. The samples are incubated for 7, 14, 21 and 28 

days using triplicate samples.

Results and discussions

FIGURE 1 shows FT-IR spectra of unmodiÞ ed HA, HA 

modiÞ ed by PHB and also spectrum of modiÞ er (PHB). All of 

the signals characteristic for groups of polyhydroxybutyrate 

were detected in the spectrum of modiÞ ed material (FIG.1 

(2)). The most intense band was found for carbonyl group 

(C=O) at approximately 1600 cm-1 wavenumber. Further-

more, the twin peaks at 2934-2857 and also 1479-1462 cm-1

belong to the aliphatic hydrocarbons (CH3, CH2 and CH) 

stretching and bending vibrations respectively. The band at 

3500 cm-1 signal from the stretching vibrations characteristic
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Na RYS. 1

przedstawio-

no widma FT

-IR modyfika-

tora, czyli PHB 

(a), HA niemo-

dyfikowanego 

(b) oraz HA mo-

dyfikowanego 

PHB (c) wraz 

z zaznaczony-

mi charaktery-

stycznymi pa-

smami .Mody-

fikacja HA za 

pomoc  PHB 

przebieg a po-

my lnie, gdy  

w widmie HA-

+PHB (RYS.1c) 

widoczne s  pa-

sma pochodz -

ce zarówno od 

HA jak i od PHB. 

RY S U N E K

2 przedstawia 

zdj cia SEM hy-

droksyapatytu 

modyÞ kowane-

go PEG przed 

oraz po zanu-

rzeniu w SBF. 

Najbardziej wi-

doczne zmiany 

zachodz ce na powierzchni materia u zaobserwowano po 

21 dniach (RYS.2 (c)). Na podstawie obrazów SEM przy-

puszcza si   e po 21 dniach rozpoczyna si  proces wzrostu 

hydroksyapatytu, który jest kontynuowany, na co wskazuje 

RYS.2 (d). Zdolno  do narastania hydroksyapatytu na po-

wierzchni biomateria u wiadczy o bioaktywno i oraz w a-

ciwo ciach osteoindukcyjnych tych materia ów.

Wnioski

Na podstawie wyników przeprowadzonych bada  mo na 

sformu owa  nast puj ce wnioski:

•  Warstwa wierzchnia -TCP oraz HA zosta a zmodyÞ ko-

wana przez dwa biodegradowalne modyÞ katory (PEG 

oraz PHB). wiadcz  o tym widma otrzymane metodami 

spektroskopowymi FT-IR, FT-IR/ATR oraz Ramana.

•  Szybko  procesu degradacji, po modyÞ kacji HA wzros a 

po zastosowaniu obu modyÞ katorów, natomiast w przy-

padku -TCP zosta a na podobnym poziomie co przed

modyÞ kacj .

•  Zmiany zaobserwowane na zdj ciach SEM s  widoczne 

dla wszystkich badanych materia ów.

•  Najbardziej znacz ce zmiany, mog ce wiadczy  o zdol-

no ci do wzrostu HA zaobserwowano na powierzchni HA 

modyÞ kowanego PEG oraz PHB.

•  Widma  wykonane po inkubacji materia ów w roztworze 

tris-HCl oraz SBF potwierdzaj  zmiany zachodz ce na 

powierzchni biomateria ów.

for hydroxyl groups of 

HA decreased after 

modiÞ cation process. 

FIG.2 shows the 

SEM images of HA 

modiÞ ed by PEG pel-

lets before (a) and 

after 14 (b), 21 (c) 

and 28 (d) days of 

incubation in SBF. 

The results show 

visible changes in 

surface morphology 

of pellets. The most 

significant changes 

are observed after in-

cubation of pellets in 

SBF for 21 days. This 

change may suggest 

the formation of apa-

tite layer on surface 

of HA PEG-grafted.  

These apatite lay-

ers can enhance 

the osteointegration 

and osteoconductiv-

ity.  The formation of 

apatite layer on the 

surface of pellet goes 

through a sequence 

of chemical reactions 

l ike spontaneous 

precipitation, nuclea-

tion and growth of 

calcium phosphate 

occur when a mate-

rial is incubated in 

SBF solution. It has 

been suggested that surface chemistry plays an important 

role in this process and even the functional groups of materi-

als have a large effect on the bone bonding property. The 

process of HA ongrowth under SBF conditions is regarded 

as a model of HA ongrowth in human body.

Conclusions

•  The chemical modiÞ cation of HA and -TCP surface can 

be performed with the use of PHB and PEG as modiÞ ers. 

The presence of groups from modiÞ er on the biomateri-

als surface is conÞ rmed by the means of FT-IR, ATR and

Raman spectroscopy. 

•  The weight loss of HA modiÞ ed by PEG and PHB is in-

creased, however in the case of â-TCP the weight loss 

remained stable after modiÞ cation.

•  The changes on SEM images after incubation in SBF are 

observed on all biomaterials surface, but the most signiÞ -

cant changes are observed on surface of HA modiÞ ed by 

PEG and PHB

•  Spectra obtained after soaking of materials in tris-HCl and 

SBF solutions also conÞ rmed the changes on biomaterials 

surface 

RYS. 1. Widmo FT-IR PHB (a) HA niemodyÞ kowanego (b), oraz HA modyÞ ko-
wanego PHB (c)
FIG. 1. FT-IR spectra of PHB (a), HA (b) and HA modiÞ ed by PHB (c)

RYS. 2. Zdj cia SEM HA modyÞ kowanego PEG przed zanurzeniem w SBF (a), 
po 14 dniach (b), po 21 dniach (c) oraz po 28 dniach (d). Wszystkie zdj cia 
zosta y wykonane w przybli eniu 4000.
FIG. 2. SEM images of HA modiÞ ed by PEG before (a) and after soaking in
SBF for 14 (b),  21 (c) and 28 (d) days. All pictures were performed at magni-
Þ cation of 4000.
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