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Badanie uzytecznosci do zastosowan w inzynierii biomedycznej
kompozytowych pian statych wytworzonych metoda spieniania
przy uzyciu ptynéw w stanie nadkrytycznym

Wstep

W ciagu ostatnich lat nastapit znaczny rozwdj w dziedzinie wy-
twarzania funkcjonalnych struktur porowatych o duzej wartosci
rynkowej i uzyteczno$ci. W literaturze opisywanych jest wiele tra-
dycyjnych sposobéw produkcji pian statych [Thomas i in., 2009],
jednak istotng rolg¢ wsrdd nich spelniaja technologie wykorzystujace
ptyny w stanie nadkrytycznym. Obiecujacym sposobem wytwarza-
nia porowatych pian stalych jest wykorzystanie procesu spieniania
materialdéw przy uzyciu plynéw w stanie nadkrytycznym, ktory
polega na stopieniu i nasycaniu materialu ptynem w stanie nadkry-
tycznym i nastgpnie dekompresji mieszaniny, co powoduje powsta-
wanie i wzrost gazowych obszaréw wewnatrz powstajacej struktury.

Struktury porowate wykorzystywane do zastosowan biomedycznych
powinny si¢ charakteryzowa¢ takimi cechami jak: odpowiedni rozmiar
poréw, duza porowato$¢, odpowiednie wiasciwosci mechaniczne, biode-
gradowalno$¢ oraz wlasciwy czas degradaciji zblizony do czasu regeneracji
tkanek, a takze biokompatybilno$¢ [Karimi i in., 2012; Tayton i in. 2012].

Charakterystyka uzyskanych struktur jest uzalezniona od wielu
czynnikéw m.in. stosowanej metody wytwarzania oraz wykorzysty-
wanego rodzaju materialu. Wéréd réznorodnych zwiazkéw che-
micznych zastosowanie znalazty takie substancje jak: polimery,
metale, bioszkla czy materiaty ceramiczne [White i in., 2012]. Sto-
sowanie mieszanin wyzej wymienionych substancji pozwala na
uzyskanie kompozytowych struktur o nowych wiasciwosciach, lepiej
dostosowanych do potrzeb medycznych.

Przedmiotem niniejszej pracy byto zbadanie uzytecznosci funk-
cjonalnych kompozytowych pian statych wytworzonych metoda
spieniania przy uzyciu ditlenku wegla w stanie nadkrytycznym.
W ramach pracy dokonano identyfikacji mechanizméw i charaktery-
styki procesu spieniania poprzez wykonanie jakosciowej i ilosciowej
analizy wytworzonych pian statych pod wzgledem ich morfologii,
wlasciwosci mechanicznych i termicznych oraz cytotoksyczno$ci
umozliwiajacej zastosowanie ich do celéw biomedycznych jako
biodegradowalne rusztowania do hodowli komérek kostnych.

Badania doswiadczalne

Materialy. Materialem poddawanym procesowi spieniania byt

kompozyt wytworzony z wykorzystaniem komercyjnie dostgpnego
poli(e-caprolaktonu) w formie granulek (D = 3 mm) o masie Mn =
80 000 oraz hydroksyapatytu w postaci proszku (D = 6 um) fir-
my Sigma-Aldrich (Wtochy). Czynnikiem rozdmuchujacym materiat
byt ditlenek wegla o czystosci 4,5 firmy Linde Gaz (Polska). Wy-
tworzenie materiatéw kompozytowych z poli(e-kaprolaktonu)
wzbogaconego czastkami czynnika porotwdrczego stosowanego w
trzech réznych stgzeniach (5, 12 i 20 % mas.) bylo pierwszym eta-
pem badan do$wiadczalnych Nastgpnie przeprowadzono spienianie
przygotowanych materialéw z wykorzystaniem wysokocisnieniowej
instalacji badawcze;j.
Proces wytwarzania kompozytowych struktur porowatych byt reali-
zowany W sposob okresowy w trzech nastgpujacych etapach:
w pierwszej fazie dokonano topienia materialu i jego nasycania
czynnikiem spieniajacym jakim jest ditlenek wegla z zastosowaniem
odpowiednich warunkéw prowadzenia procesu, nastgpnie przepro-
wadzono wlasciwy proces spieniania i ostatecznie dokonano rozpre-
Zenia mieszaniny, czemu towarzyszyto tworzenie i wzrost gazowych
pecherzy w strukturze piany state;j.

Zakres badan. Badania eksperymentalne przeprowadzono dla
zakresu zmienno$ci parametréw operacyjnych: temperatura: 50+100
°C, ci$nienia 9+18 MPa, czasu nasycania 1+6 h.

Aparatura i metodyka. Analiza wlasciwosci otrzymanych struk-
tur porowatych z wykorzystaniem specjalistycznych metod anali-
tycznych stanowila istotng czg$¢ badan doswiadczalnych. W celu
wykonania ilo$ciowej i jakosciowej analizy umozliwiajacej przed-
stawienie istotnych parametréw w kontek$cie zastosowan w inzynie-
rii biomedycznej wykorzystano takie metody badan jak skaningowa
mikroskopia elektronowa (SEM), mikrotomografia komputerowa (u-
CT), skaningowa kalorymetria réznicowa (DSC), statyczna préba
$ciskania oraz podstawowe badania biologiczne cytotoksycznosci
materiatu z wykorzystaniem standardowej procedury testu MTT.
Topografi¢ piany oraz morfologi¢ przekroju poprzecznego
i powierzchni bocznej otrzymanych kompozytowych struktur poro-
watych wytworzonych w réznych warunkach realizacji procesu
spieniania analizowano przy uzyciu skaningowego mikroskopu
elektronowego SEM firmy Phenom oraz mikrotomografu kompute-
rowego u-CT firmy Bruker.

W kolejnym etapie badan do oceny cech uzytkowych funkcjonal-
nych kompozytowych struktur porowatych wykorzystano analizg
termiczna oraz badanie wlasciwosci mechanicznych poprzez zasto-
sowanie skaningowej kalorymetrii r6znicowej (DSC) oraz statycznej
proby Sciskania. Analiza termiczna zostala przeprowadzona w at-
mosferze argonu, ktérego przeptyw wynosit 50 ml/min z szybko$cia
ogrzewania 10°C/min w zakresie 25-120 °C.

Ocena wlasciwo$ci mechanicznych byla przeprowadzona z wy-
korzystaniem specjalnie przygotowanych prostopadtosciennych
probek struktur porowatych o wymiarach 5x5x8 mm na uniwersal-
nej zrywarce firmy Instron. Struktury porowate byty Sciskane do
uzyskania 70 % odksztalcenia z szybkoscia 0,4 mm/min w pigciu
powtdrzeniach. Nastgpnie wyznaczono wartosci maksymalnej wy-
trzymatos$ci oraz modutu Younga.

Cytotoksyczno$¢ uzyskanych rusztowan kompozytowych identyfi-
kowano przy uzyciu testu MTT zgodnie z metoda opisanag w normie
[1SO10993-5, 000] polegajaca na okresleniu cytotoksyczno$ci metoda
badania ekstraktow po inkubacji biomaterialéw w pozywce Zgodnie
znorma za materiat wykazujacy wilasciwosci toksyczne nalezy uznaé
probe, w ktérej zywotno$¢ komorek jest mniejsza niz 70 %.

Zastosowane metody badan umozliwity analiz¢ przebiegu procesu
spieniania kompozytowych materiatéw przy uzyciu ptynéw w stanie
nadkrytycznym oraz wykazaly zasadno$¢ wykonania badah nad
mozliwoscia wykorzystania tych materialéw w kontek$cie pozada-
nych wilasciwosci uzyskanych struktur do zastosowania jako tym-
czasowe rusztowania do hodowli komérek kostnych.

Wyniki i dyskusja

Analiza morfologii pian. Na rys. 1. przedstawiono zdjgcia mi-
kroskopowe przekroju poprzecznego oraz rozktad wielkosci poréw
wyznaczony z wykorzystaniem specjalistycznego oprogramowania
do obrdbki zdje¢ ze skaningowego mikroskopu elektronowego SEM
dla pian statych z 5% zawarto$cia hydroksyapatytu uzyskanych
w wyniku pienienia w najbardziej skrajnych w badanym zakresie
warunkach prowadzenia procesu. Na podstawie analizy morfologii
pian statych dokonano oceny cech jakosciowych i iloSciowych
otrzymanych  prébek pian stalych. Stwierdzono istotny
wpltyw oddzialywania parametréw realizacji procesu spieniania na
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Rys.1. Analiza morfologii pian statych

wladciwosci uzytkowe struktur porowatych. Analizowane piany stale
wytworzone w warunkach najdluzszego czasu nasycania materialu
kompozytowego ditlenkiem wegla charakteryzowaty si¢ duza niejedno-
rodnoscia struktury. Ponadto zaobserwowano zwigkszenie jednorodno-
$ci struktury pod wptywem zwigkszajacego sig cisnienia procesu.

Na podstawie poréwnania uzyskanych profili cieplnych dostrze-
zono znaczacy wplyw parametrow prowadzenia procesu spieniania
na temperatur¢ topnienia badanych materiatéw. Pod wptywem od-
dziatywania ditlenku wegla zaobserwowano wzrost wartosci tempe-
ratury topnienia spienionych materiatéw w odniesieniu do surowego
granulatu poli(e-caprolaktonu).

Stopien krystalicznosci otrzymanych prébek pian statych wyzna-
czono z wykorzystaniem zaleznosci bgdacej stosunkiem entalpii
topnienia badanej prébki i iloczynu entalpii topnienia 100 % krysta-
licznej postaci polimeru z utamkiem frakcyjnym polimeru w prébce.
Stopien krystaliczno$ci struktur zostal wyznaczony z wykorzysta-
niem wartosci ciepta topnienia dla superkrystalicznego polimeru
bedacego baza wykorzystywanych materiatéw kompozytowych —
poli(e-caprolaktonu). Entalpia topnienia polimeru catkowicie krysta-
licznego wynosi 142 J/g [Diaz-Gomez i in.,2016].

Analiza termiczna oraz statyczna proba sciskania. Na podsta-
wie otrzymanych wynikéw z przeprowadzonej analizy termicznej
oraz badania wlasciwos$ci wytrzymatosciowych (Tab. 1) dostrzezono
istotny wptyw zmian warunkoéw realizacji procesu wytwarzania pian
statych oraz st¢zenia czynnika porotworczego na wartosci takich
parametréw, jak stopien krystaliczno$ci, temperatura topnienia piany
stalej oraz modut Younga i wytrzymalo$¢ mechaniczna. Ogdlnie
zwigkszanie st¢zenia hydroksyapatytu prowadzi do obnizenia warto-
$ci modutu Younga oraz temperatury topnienia struktury porowate;j.
Prowadzenie eksperymentu w warunkach podwyzszonej temperatury
umozliwia wytworzenie pian statych o matej wartosci modutu Youn-
ga oraz relatywnie niskiej temperaturze topnienia, natomiast pod-
wyzszenie ci$nienia prowadzi do obniZenia warto$ci modutu Younga
i wzrostu temperatury topnienia materiatu.

Toksyczne oddzialywanie badanych materiatow nie zostato zaobser-
wowane podczas przeprowadzonych badan. Wartosci przezywalnosci
komoérek zawieraly si¢ w zakresie dopuszczalnym do zastosowania tych
struktur jako biodegradowalne rusztowania do hodowli komérek kostnych.

Podsumowanie i wnioski

W pracy przedstawiono wyniki przeprowadzonych badan do$wiad-
czalnych procesu spieniania materiatéw kompozytowych z poli(e-
kaprolaktonu) wzbogaconego czastkami porotwoérczego hydroksyapaty-
tu przy uzyciu ditlenku wegla w stanie nadkrytycznym. Szczegdlna
uwage zwrécono na mozliwo$¢ zastosowania metody spieniania
polimeréw przy uzyciu ptynéw w stanie nadkrytycznym do wytwarzania
kompozytowych struktur porowatych uzytecznych w biomedycynie oraz

Tab. 1. Wyniki przeprowadzonej analizy termicznej i badania
wlasciwos$ci mechanicznych

Analiza termiczna DSC Statyczna préba $ciskania
HA Parametr | Temperatura Stopien Modut Wytrzymatosé
% topnienia | krvstalicznoséci Younga mechaniczna
mas. [K] [%] [MPa] [MPa]
Temperatura = 343 K, Czas = 3600 s
9 334,70 69,99 8,67%0,76 1,17+40,07
5 13 335,94 81,59 7,2840,71 1,7010,14
E 18 336,74 85,25 7,1010,96 7,44%1,01
2| 9 334,08 75,77 5,20+1,03 2,40%0,88
12 E 13 334,65 76,22 2,6840,33 0,8740,03
2] 18 335,57 72,77 4,6320,65 2,0520,50
O 9 334,64 81,22 5,75+0,35 0.9440,03
20 13 332,71 74,03 3,7610,61 0,89+0,03
18 333,32 81,62 5,01+0,84 1,054+0,17
Ci$nienie =18 MPa, Czas =3600 s
50 336,85 73,25 4,67+1,35 17,99£5,22
5 70 336,74 85,25 7,1010,96 7,44%1,01
g 100 335,33 63,25 1,8440,10 1,0940,21
5 50 334,91 82,42 4,4010,84 1,7610,41
12 | 21 70 335,57 72,77 4,6310,65 2,05%0,50
;ri 100 331,57 69,28 2,78+024 1,5240,08
&1 50 335,66 75,68 1,7440,32 0,614+0,08
20 70 334,60 73,56 5,01£0,84 1,05£0,17
100 335,60 80,11 2,44+0,61 0,74+0,10

okreslono wplyw temperatury, ci$nienia iczasu nasycania materialu
ditlenkiem wegla na wlasciwosdci wytwarzanych pian statych. Na pod-
stawie wykonanych zdje¢ mikroskopowych SEM oraz zdj¢¢ z mikroto-
mografu komputerowego dokonano analizy ilosciowych i jakosciowych
wiasciwosci otrzymanych kompozytowych produktéw, co umozliwito
okre§lenie silnego wptywu zmian warunkéw prowadzenia procesu
spieniania na cechy otrzymanych struktur porowatych. Na podstawie
przeprowadzonych badan do$wiadczalnych okreslono wptyw sposobu
realizacji procesu i parametréw operacyjnych oraz stgzenia czynnikéw
porotworczych na morfologi¢ i wlasciwosci mechaniczne wytworzo-
nych porowatych struktur.

Wykorzystanie analizy termicznej oraz badan dotyczacych oceny
wiasciwosci mechanicznych z zastosowaniem statycznej proby $ciskania
umozliwito okreslenie w badanym zakresie zmienno$ci parametréw
operacyjnych braku negatywnego wplywu zmian warunkéw realizacji
procesu spieniania materialéw na charakterystyke¢ otrzymanych rusztowan.
Ponadto wykazano iz wytworzone struktury porowate nie wykazuja
toksycznego oddziatywania na hodowane komdrki oraz charakteryzuja
si¢ whasciwosciami spetniajacymi wymagania medycyny regeneracyj-
nej, co umozliwia ich zastosowanie w inzynierii tkankowe;.
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