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Streszczenie

Kompozyty na bazie polikaprolaktonu z dodatkiem wypetniacza w postaci wtokien hydroksyapatytowych sa jednym

z potencjalnych materiatow do zastosowan inzynierii tkankowej. Materiaty te odznaczaja sie nie tylko odpowiednia
porowatoscia i wytrzymatoscia mechaniczna, lecz takze bioaktywnoscia, biokompatybilnoscia i bioresorbowalnoscia.

Z punktu widzenia mozliwosci aplikacyjnych danego materiatu niezwykle istotna jest kontrola procesu degradacji kompozytu
W czasie, tak aby rusztowanie mogto zapewnic stabilnos¢ mechaniczna do momentu odbudowy ubytku.

W pracy przedstawiono wyniki badan dotyczace wptywu procesu degradacji na wtasciwosci fizykomechaniczne
opracowanych porowatych kompozytow na bazie polikaprolaktonu (PCL) z dodatkiem zsyntezowanych witokien
hydroksyapatytu (HA) o zroznicowanej morfologii. Szczegolng uwage zwrocono na wptyw zsyntezowanego proszku na zmiane
wtasciwosci fizykomechanicznych kompozytow w procesie degradacji. Probki do badan otrzymano metoda liofilizacji. Proces
degradacji badano poprzez pomiar ubytku masy, zmiany mikrostruktury, powierzchni wtasciwej, gestosci i wytrzymatosci na
sciskanie w czasie. Pomiary prowadzono po 3, 6 i 12 tygodniach inkubacji w soli fizjologicznej buforowanej fosforanem (PBS).
Wyniki badan wykazaty, ze proces degradacji badanych kompozytow jest bardzo wolny, a dodatek zsyntezowanego
HA nieznacznie go przyspiesza. Ubytek masy kompozytu po 12 tygodniach inkubacji w PBS wynosit zaledwie 0,47%.
Procesowi degradacji towarzyszy spadek gestosci i wzrost powierzchni wtasciwej materiatu w czasie. Porownanie
wytrzymatosci opracowanych kompozytow PCL/HA przed i po 12 tygodniach inkubacji w PBS, pozwala wnioskowac,
ze dodatek zsyntezowanego hydroksyapatytu wptywa na wzrost wytrzymatosci kompozytow w czasie (nawet do 20%).

Summary

The effect of the degradation process on the physicomechanical properties of the PCL/HA composites

Polycaprolactone-based composites with filler in the form of hydroxyapatite fibers are one of the potential materials
for tissue engineering applications. These materials are characterized not only by adequate porosity and mechanical
strength, but also by bioactivity, biocompatibility and bioresorbability. From the point of view of the applicability of

a given material, it is extremely important to control the degradation process of the composite over time, so that the
scaffold can provide mechanical stability until the defect is restored.

The paper presents the results of the study of the effect of the degradation process on the physicomechanical
properties of the developed porous composites based on polycaprolactone (PCL) with the addition of synthesized
hydroxyapatite (HA) fibers of different morphologies. In the study, special attention was paid to the effect of the
synthesized powder on the change of physicomechanical properties of the composites during the degradation
process. Samples for the study were obtained by freeze-drying method. The degradation process was studied by
measuring weight loss, changes in microstructure, specific surface area, density and compressive strength over time.
Measurements were conducted after 3, 6 and 12 weeks of incubation in PBS (phosphate-buffered saline).

The results showed that the addition of synthesized HA slightly accelerates the degradation process of PCL/HA
composites. Nevertheless, the degradation process is very slow. The weight loss of the composite after 12 weeks of
incubation in PBS was only 0.47%. The degradation process is accompanied by a decrease in density and an increase in
the specific surface area of the material over time. A comparison of the strength of the developed PCL/HA composites
before and after 12 weeks of incubation in PBS, allows us to conclude that the addition of synthesized hydroxyapatite
affects the increase in the strength of the composites over time (up to 20%).

1. Wprowadzenie

0Od kilku dekad prowadzone sa intensywne badania majace na
celu opracowanie alternatywnych materiatéw, ktére mogtyby byé
stosowane jako substytut kosci:2. Materiaty do regeneracji tkan-
ki kostnej powinny utatwiaé¢ adhezje, réznicowanie i proliferacje
komorek, kierowaé¢ tworzeniem tkanek i narzadéw, promujac
przezycie i integracje z tkanka rodzima oraz rozktadac sie, gdy
nie sa juz potrzebne. Dlatego zwykle oczekuje sie, ze rusztowa-
nia beda biokompatybilne, porowate, bioaktywne, biodegrado-
walne i o podobnych wiasciwosciach mechanicznych jak tkanka
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zastepowana?®. Jednym z szeroko badanych materiatow w ostat-
nich latach, ktére mogtyby spetnié¢ te wymagania, sa polimery
biodegradowalne, w tym polikaprolakton (PCL).

Polikaprolakton to semikrystaliczny, liniowy, resorbowalny, alifa-
tyczny poliester o dobrych wtasciwosciach mechanicznych, ogdlnie
uwazany za nietoksyczny polimer kompatybilny z tkankami. Podle-
ga biodegradacji w ciagu ok. 2 lat w wyniku hydrolizy wigzan estro-
wych. Produkt degradacji, kwas kapronowy, jest metabolizowany
lub eliminowany przez bezposrednie wydzielanie z nerek®. Diugi
czas degradacji przeciwdziata gromadzeniu produktéw degradacji



w organizmie, co ogranicza wystepowanie stanéw zapalnych. Czy-
sty PCL ma ograniczone powinowactwo do komorek, stosunkowo
niska sztywno$¢ i hydrofobowy charakter®. Dlatego zazwyczaj jest
on taczony z bioaktywnymi czastkami nieorganicznymi, takimi jak
hydroksyapatyt (HA), ktéry ma sktad chemiczny zblizony do mine-
ralnego sktadnika kosci®’. Liczne badania wykazaty, ze kompozyty
PCL/HA maja wieksza osteoindukcyjnosé i osteokonduktywnosé
niz czysty PCL®®. Potaczenie unikatowych wiasciwosci fizykoche-
micznych polikaprolaktonu z wifasciwosciami hydroksyapatytu
sprawia, ze kompozyty PCL/HA sa interesujacym materiatem do
zastosowan w regeneracji tkanki kostnej, w szczegdlnosci wyko-
rzystywanych przy wszczepianiu dtugoterminowych implantéw, co
wynika z dtugiego czasu degradacji tego typu materiatow.

Wptyw degradacji na wtasciwosci kompozytéw PCL/HA omawia-
ny jest w literaturze naukowej stosunkowo rzadko'®***2. W wielu
artykutach badano degradacje PCL, m.in. w odniesieniu do takich
aspektow, jak rola struktury, formy polimeru, temperatury, pH, kry-
stalicznosci, aktywnosci enzymatycznej i chtonnosci wody®. Pod-
czas degradacji moga ulec zmianie niektére wtasciwosci polimeru,
co wptynie rowniez na wtasciwosci kompozytéw z jego udziatem.
Z powyzszych wzgledéw w niniejszej pracy oméwiono wptyw proce-
su degradacji na zmiane wiasciwosci fizygkomechanicznych opraco-
wanych kompozytéw PCL/HA poprzez zbadanie ubytku masy, mi-
krostruktury, powierzchni wiasciwej, gestosci oraz ich wiasciwosci
mechanicznych. Badania prowadzono po 3, 6 i 12 tygodniach.
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Rys. 1. Wz6r strukturalny polikaprolaktonu

-

-

# - Hydroxylapatite (COD 90011092)

* -

J - - 0~
- >
e * J tl lo *> 1 1 YR IUR T R 28 -
N 1 ToollTT Soetenisle otposts ooe v e oo
0 30 E

10 2 20 7 20 % 100

0
20 ()

Rys. 2. Dyfraktogram otrzymanego hydroksyapatytu
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Rys. 3. Zdjecia SEM otrzymanego hydroksyapatytu (5000 x)
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2. Materiaty i metodyka badan

2.1. Materiaty
Jako polimer zastosowano polikaprolakton (PCL) o ciezarze cza-
steczkowym Mn= 80 000 i gestosci 1,145 g/cm? firmy Sigma-Al-
drich. Wzor strukturalny polikaprolaktonu przedstawiono na rys.1.
Hydroksyapatyt otrzymano metoda jednorodnego stragcania za po-
moca mocznika, gdzie jako substraty zastosowano diwodorofosfo-
ran sodu, tetrahydrat azotanu wapnia i heksahydrat azotanu cynku.
Analiza sktadu fazowego XRD potwierdzita obecnosé hydroksyapa-
tytu jako jedynej fazy (rys. 2). Wtdkna w postaci whiskersow miaty
dtugosé 5-20 um i szerokosé 0,5-3 um (rys. 3). Gestos¢ pikno-
metryczna oraz wielkoS¢ powierzchni wtasciwej zsyntezowanego
proszku wynosity odpowiednio 2,68 g/cm?3 i 5,45 m2/g.

2.2. Przygotowanie probek do badan
Prébki do badan w postaci walcéw o wymiarach 10 x 10 mm
otrzymano w procesie termicznie indukowanej separacji faz.
W ramach badan przygotowano prébki na bazie polikaprolak-
tonu (PCL) oraz polikaprolaktonu z dodatkiem zsyntezowanych
wiokien hydroksyapatytu (PCL/HA).

W celu przygotowania probek w pierwszej kolejnosci polikapro-
lakton o stezeniu 25% wag. rozpuszczano 1,4-dioksanie. Nastep-
nie, w przypadku materiatow kompozytowych, dodawano dodatko-
wo widkna hydroksyapatytu w ilosci 10% wag. w stosunku do masy
polikaprolaktonu i mieszano do catkowitego ujednorodnienia masy.
Gotowe dyspersje przelewano do cylindrycznych form z PTFE, za-
mrazano (T=-20°C, t=18 godz.) i przeprowadzano ich liofilizacje,
a nastepnie uzyskane porowate rusztowania przemywano Kilku-
krotnie i powtérnie suszono. Otrzymane prébki PCL i PCL/HA przed
i po procesie degradacji charakteryzowano za pomoca analizy SEM,
BET, gestosci piknometrycznej oraz wytrzymatosci na Sciskanie.

2.3. Prowadzenie procesu degradacji
Badaniom degradacji hydrolitycznej poddawano prébki uprzednio
wysterylizowane radiacyjnie poprzez wykorzystanie wigzki wysoko-
energetycznych elektronéw. Zadana dawka promieniowania wynosita
28 kGy, predkosc¢ transportera 0,393 m/min, natomiast prad zadany
- 600 mA. Prébki kompozytow przed procesem degradaciji wazono na
wadze analitycznej (10 szt.), a nastepnie umieszczano je w szczelnym
pojemniku o pojemnosci 50 ml i zalewano 0,1 M roztworem azydku
sodu (Warchem) w PBS (Life Technologies) (NaN; dodawano, aby za-
pobiec rozwojowi mikroorganizmoéw). Probki inkubowano w cieplarce
BF 115 firmy Binder przez 12 tygodni w temperaturze fizjologicznej
(ok. 37 °C). Raz w tygodniu roztwér PBS wymieniano. Prébki po okre-
sie inkubacji (3, 6 i 12 tygodniach) pobierano, a nastepnie ptukano
w wodzie dejonizowanej i liofilizowano celem ich wysuszenia. Wysu-
szone kompozyty ponownie wazono i poddawano dalszej analizie.

2.4. Pomiar ubytku masy
Ubytek masy prébki po procesie inkubacji wyznaczono ze wzoru:

mop —m
2 1x100%
my

U, = (1)
gdzie:
U, - ubytek masy [%],
m, - masa przed inkubacja [g],
m, - masa po okresie inkubacji [g].
Do badan zastosowano 10 probek z kazdej serii.

2.5. Analiza SEM
Analize SEM wykonano w celu obserwacji zmiany mikrostruktu-
ry otrzymanych prébek przed i po procesie degradacji. Badania
prowadzono przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowe-
g0 z emisja polowa firmy FEI, model Nova NanoSEM 200. Probki
badano w warunkach wysokiej prézni przy napieciu wzbudzaja-
cym 10 kV, z zastosowaniem detektora ETD, po wczesniejszym
napyleniu prébek warstwa ztota.
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2.6. Badania gestosci piknometrycznej
Pomiar gestoSci materiatéw przed i po procesie degradacji wy-
konano przy pomocy piknometru helowego AccuPyc 1340 firmy
Micromeritics. Pomiar polegat na wyznaczeniu objetoSci badanej
proébki o znanej masie, a nastepnie wyznaczono gestosé badane-
go materiatu korzystajac ze wzoru:

p= 2

SIS

gdzie:

p - gestos¢ probki [g/cm?],
m - masa probki [g],

V - objetos¢ probki [cm3].

2.7. Badania powierzchni wtasciwej
Oznaczenie wielkosci powierzchni wiasciwej BET prébki wykona-
no za pomoca analizatora Gemini VII (2390t) firmy Micromeritics.
Badanie obejmowato wyznaczenie 9 punktéw izotermy adsorpcji
i desorpcji azotu w zakresie ciSnien od 0,05 do 0,25 p/p°, gdzie
p jest ciSnieniem w czasie pomiaru, a p° jest ciSnieniem pary
nasyconej w temperaturze pomiaru.

2.8. Badania wytrzymatosci na sciskanie
Badania wytrzymatosci na Sciskanie prowadzono na maszynie
wytrzymatosciowej ProLine 5kN firmy Zwick Roell. Badania wy-
trzymatosci prowadzono do 50% odksztatcenia probki. Za kaz-
dym razem pomiar prowadzono dla 5 prébek z danej serii.

3. Wyniki badan i omoéwienie
3.1. Badanie ubytku masy

Na rys. 4 przedstawiono wyniki badan ubytku masy otrzymanych
materiatéw po 3, 6 i 12 tygodniach przetrzymywania w roztworze
PBS. W przypadku prébek opartych na czystym polikaprolaktonie
proces degradacji do 6 tygodni postepowat nieco szybciej, nato-
miast pozniej znacznie zwolnit. R6znica miedzy ubytkiem masy
poczatkowej i masy po 6 tygodniach wynosita 0,34%, natomiast
migdzy 6 a 12 tygodniem juz tylko 0,01%. Catkowity ubytek masy
probek PCL po 12 tygodniach wynosit zaledwie 0,35%, co wyni-
ka z dtugiego czasu rozktadu PCL (ok. 2 lata)*. Wplyw na to maja
wiasciwosci hydrofobowe polikaprolaktonu, ktére w znaczny spo-
s6b spowalniaja proces degradacji®. Mniejszy ubytek masy w przy-
padku materiatow kompozytowych na poczatku procesu degra-
dacji (< 6 tygodni) wynika prawdopodobnie z mniejszego udziatu

PCL

' .
mag HV  spot| WD | det | mode
%]11000x 10.0kV 4.0 [58 mm |ETD| SE

PCL/HA

i | mag
“|1.000 x

100kV| 40 |55mm ETD| SE

W HV spot| WD | det
% 11000x 10.0kV 4.0 |51 mm |ETD

Tab. 1. Zdjecia SEM PCL i PCL/HA przed i po 12 tyg. degradacji
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polimeru w stosunku do prébek z samego PCL. Dodatek wypetnia-
cza powoduje, Ze procentowo mniejsza czes¢ probki ulega degra-
dacji. Po 12 tygodniach natomiast ubytek masy w przypadku proé-
bek PCL/HA byt wiekszy od prébek dla samego PCL i wynidst juz
0,47%. Wedtug danych literaturowych dodatek wypetniacza wpty-
wa na przyspieszenie procesu degradacji kompozytéw PCL/HAS,
ktéra rozpoczyna sie wtasnie na granicy dwoch faz: organicznej
polimerowej z nieorganiczng - wypetniaczem. To przyspieszenie
procesu degradacji w przypadku rozpatrywanych materiatow jest
po uptywie 6 tygodni na tyle duze, ze przewyzsza efekt dodatku
wypetniacza.

3.2. Obserwacja mikrostruktury przed i po procesie degradacji
W tab. 1 przedstawiono zdjecia mikrostruktury otrzymanych prébek
przed i po 12 tygodniach inkubacji w PBS. Prébki przed procesem
degradacji miaty zblizona mikrostrukture. Na wykonanych zdje-
ciach SEM widoczne sg losowo rozmieszczone pory zaréwno ma-
tych, jak i duzych rozmiaréw. Proces degradacji wptynat na znaczna
zmiane mikrostruktury obu materiatow. W przypadku probek PCL
po 12 tygodniach przetrzymywania w roztworze PBS widoczny byt
spadek liczby mniejszych poréw kosztem poréw o duzych rozmia-
rach. W przypadku probek z dodatkiem hydroksyapatytu, réwniez
mozna byto dostrzec znaczne zwiekszenie sie porowatosci kompo-
zytu, jednak proces ten zachodzit bardziej rownomiernie. Dodat-
kowo, degradacja polimeru przyczynita sie do odstoniecia czastek
hydroksyapatytu, przez co Scianki kompozytu po procesie degrada-
cji odznaczaty sie znacznie wieksza nieregularnoscia ksztattu niz
w przypadku prébek opartych wytacznie na PCL.

3.3. Wyniki badan gestosci
Wyniki badan gestosci otrzymanych prébek przed i po 12 tygodniach
inkubacji w PBS przedstawiono na rys. 5. Przed procesem degradacji
materiaty kompozytowe odznaczaty sie wieksza gestoscia niz probki
oparte na samym polikaprolaktonie. Jest to wynik wprowadzenia wy-
petniacza w postaci wtdkien hydroksyapatytowych, co skutkuje wzro-
stem gestosci materiatu. Inkubacja probek w przez 12 tygodni w PBS
wplyneta na spadek gestosci otrzymanych materiatow w czasie. R6z-
nica gestosci przed i po procesie degradacji w przypadku kompo-
zytow byta wieksza niz w przypadku probek PCL. Prawdopodobnie
wynika to z wiekszego ubytku masy w czasie degradacji danych ma-
teriatéw, w poréwnaniu do probek opartych wytacznie na polikapro-
laktonie. Przyczynia sie to do wzrostu ich porowatosci, a tym samym
spadku gestosci danych materiatow w czasie.

3.4. Wyniki badan powierzchni wlasciwej
Na rys. 6 przedstawiono wyniki badan powierzchni wlasciwej otrzyma-
nych materiatéw przed i po 12 tyg. degradacji. Analiza badan wykazata
korzystny wptyw dodatku hydroksyapatytu na wzrost powierzchni wia-
Sciwej kompozytéw z ich udziatem. Wieksze rozwiniecie powierzchni
oznacza wieksza powierzchnie wymiany z otoczeniem, co moze ttuma-
czy¢ wzrost szybkosci procesu degradaciji kompozytow z jego udziatem
w stosunku do prébek opartych wytacznie na polikaprolaktonie. Obser-
wowany wzrost powierzchni wiasciwej probek po procesie degradacii
moze byé efektem wzrostu porowatosci danych materiatow w czasie.

3.5. Wyniki badan wytrzymatosci na sciskanie
W ostatnim kroku przeanalizowano wptyw procesu degradacji na
zmiane wytrzymatosci mechanicznej otrzymanych prébek w czasie
(rys.7). Poréwnujgc wyniki badan wytrzymatosSci PCL i PCL/HA przed
procesem degradacji zaobserwowano, ze dodatek hydroksyapatytu
wptywa na obnizenie wytrzymatosci na sciskanie otrzymanych kom-
pozytow nawet do 50%. Inkubowanie prébek na bazie PCL przez
12 tyg. w roztworze PBS spowodowato obnizenie ich wytrzymatosci
0 ok. 20%. Dodatek wypetniacza w postaci wtokien hydroksyapatyto-
wych przyczynit sie natomiast do wzrostu wytrzymatosci otrzymanych
kompozytéw w czasie. Po 12 tygodniach inkubacji probek w PBS war-
tosci wytrzymatosci na Sciskanie PCL i PCL/HA byty poréwnywalne.
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4 Wnioski

W artykule przeanalizowano wptyw procesu degradacji na zmia-
ne wiasciwosci fizygkomechanicznych opracowanych kompozy-
tow PCL/HA w czasie. Szczegblny nacisk potozono na okreslenie
wptywu zsyntezowanego hydroksyapatytu na zmiane wiasciwosci
fizykomechanicznych opracowanych materiatéow kompozytowych
przed i po procesie degradacji.

Wyniki badan wykazaly, ze gtéwnym sktadnikiem odpowie-
dzialnym za nadanie wytrzymato$ci mechanicznej opracowanym
kompozytom jest polikaprolakton charakteryzujacy sie dtugim
czasem rozktadu. Dodatek zsyntezowanego hydroksyapatytu, po-
przez wzrost rozwiniecia powierzchni, wptywa na przyspieszenie
procesu degradacji kompozytéw PCL/HA.

Proces degradacji powoduje znaczne ostabienie wytrzymatosci na
Sciskanie probek na bazie polikaprolaktonu. Dodatek zsyntezowa-
nych widkien hydroksyapatytu o zré6znicowanej morfologii przyczy-
nia sie do wzrostu wytrzymatosci kompozytow PCL/HA w czasie.
Zachowanie przez dtugi czas wysokiej wytrzymatosci mechanicznej
podczas procesu degradacji opracowanego kompozytu PCL/HA
pozwala wnioskowagé, ze jest on interesujacym materiatem do za-
stosowan w regeneracji tkanki kostnej, w szczegdlnosci do implan-
toéw dtugoterminowych.
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