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POLIMEROWE KOMPOZYTY GRADIENTOWE
DLA ZASTOSOWAN MEDYCZNYCH

W pracy otrzymano i scharakteryzowano polimerowe kompozyty gradientowe. Wytworzone materialy charakteryzowaly
si¢ gradientem porowatosci (tworzacym sig¢ in situ), gradientem trwalosci w warunkach in vitro oraz gradientem wlasciwosci
mechanicznych. Kompozyty gradientowe otrzymano przez dodatek do resorbowalnej osnowy kopolimeru laktydu i glikolidu
(PGLA) biopolimeru - alginianu sodu w postaci proszku (NaAlg). Metoda odlewania otrzymano folie kompozytowe o réznym
udziale wagowym modyfikatora (7+27%). Na podstawie przeprowadzonych badan degradacji (trwalo$ci w warunkach in vi-
tro), pomiarow profilometrycznych, testbw mechanicznych oraz obserwacji mikroskopowych zaprojektowano i wykonano
kompozytowe struktury gradientowe. Nastepnie materialy w formie kostek o r6znym udziale wagowym modyfikatora podda-
no badaniom degradacji, stosujac jako medium immersyjne ptyn Ringera. Stopien degradacji kompozytéw okreslono na pod-
stawie zmian predkosci fali ultradZzwigkowej oraz pH medium. Stwierdzono, ze szybko$¢ degradacji kompozytow zalezy od
udzialu wagowego porogenu oraz od kolejnos$ci ulozenia warstw rézniacych si¢ udzialem wagowym modyfikatora w kompozy-
cie gradientowym.

Stowa kluczowe: gradientowe materialy kompozytowe, alginiany, degradacja polimerow

POLYMER GRADED COMPOSITES FOR MEDICAL APPLICATION

Functional gradation is one of characteristic feature of living tissue. Bioinspired materials open new approaches for man-
ufacturing implants for bone replacement. Different routes for new implant materials are presented using the principle of
functional gradation. In this paper an artificial biomaterial for bone replacement has been developed by building a graded
structure consisting of resorbable polymer matrix modified with biopolymer powder. For preparation graded materials with
different in situ porosity and in vitro durability diversification biopolymer in form of sodium alginate (NaAlg, powder) was in-
troduced into resorbable polymer matrix of lactide-co-glicolide (PGLA). Than composite films were cast from polymer solu-
tion with deferent mass fraction of modifier (7+27%). On the basis of degradation tests (durability in in vitro conditions), pro-
file measurements, mechanical tests and microscopic observations composite structures (cubical shape with different ar-
rangement of composite layers) were designed. Two types of porosity gradients were obtained. These graded materials with
different mass fraction of sodium alginate were investigated during the durability tests in Ringer solution. Degradation degree
was defined on the basis of velocity changes of the ultrasonic wave and pH of the immersion medium. It was found that com-
posite degradation rate depends on porogene mass fraction and it was also connected with its arrangement way in polymer
matrix.

Keywords: graded composite materials, alginate, polymer degradation

WSTEP

Coraz wigksza liczba pacjentow, ktorzy ulegaja:
wypadkom komunikacyjnym, chorobom cywilizacyj-
nym czy urazom sportowym, jest jedna z gltéwnych
przyczyn wymuszajacych rozw6j nowoczesnych bio-
materialow przeznaczonych na implanty Kkostne.
Jednym z podstawowych wymagan stawianych bioma-
teriatom implantacyjnym dla tkanki kostnej jest
otrzymanie materialu o zblizonych wlasciwosciach:
mechanicznych, biologicznych, fizykochemicznych.
Obserwujac budowe tkanki kostnej, szczegdlng uwage
zwraca jej hierarchiczna struktura, w ktérej pewne
cechy zmieniaja si¢ ptynnie wraz z budowa, np. ze-

wnetrzna gesta 1 sztywna koS¢ zbita przechodzi
W porowata strukture kosci gabczastej. Gradientowo$¢
struktury tkanki kostnej jest wymuszona przez funkcje
biologiczne, jakie petnia: ko$¢ zbita (przenoszenie
obciazen) i ko$¢ gabczasta (odzywianie kosci, prze-
wodzenie impulso6w nerwowych). Modelujac nowo-
czesne biomateriaty przeznaczone dla chirurgii kost-
nej, np. implanty krggostupa czy implanty kostne,
duzy nacisk kladzie si¢ na otrzymanie struktur nasla-
dujacych naturalng tkanke [1]. Implanty gradientowe
ze wzgledu na swoja budowe i wlasciwosci sa mate-
riatami wykazujacymi cechy biomimetyzmu (nasla-
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dowania) tkanek zywego organizmu. Sterowanie cza-
sem degradacji, porowatos$cia, a takze wlasciwosciami
mechanicznymi  stawia  materialy  gradientowe
w grupie poszukiwanych biomaterialdbw przeznaczo-
nych na implanty kostne [2, 3].

Jako matryce gradientowych materiatow dla zasto-
sowan medycznych stosuje si¢ resorbowalne polimery
z grupy poliestrow (PGLA, PLA, P(L/DL)LA, PCL)
[4]. W celu poprawy wlasciwosci mechanicznych,
chemicznych oraz biologicznych (bioaktywno$ci) do
matryc polimerowych wprowadza si¢ rézne fazy mo-
dyfikujace: ceramiczne czastki bioaktywne (np. HAp,
TCP, SiO,), wlokna wzmacniajace (np. widkna
weglowe, polimerowe), nanododatki modyfikujace
wlasciwosci magnetyczne (np. Fe,03), elektryczne
(CNT) lub inne, np. bakteriobojcze (TiO,, Ag, Cu).

Kolejna cecha, jaka mozna nada¢ materialowi gra-
dientowemu, stosujac odpowiednio dobrany modyfi-
kator, jest porowatos¢ [5, 6]. Wprowadzenie do ma-
trycy polimeru modyfikatora, ktérego czas resorpcji
jest krotszy niz czas degradacji osnowy, zapewnia
szybsza degradacje jednej z faz i umozliwia powsta-
wanie pordéw, ktérych rozmiar mozna kontrolowac
przez udziat i jako$¢ modyfikatora. Porowata struktura
implantu ulatwia przerastanie biomaterialu naturalna
regenerujacq si¢ tkanka. Obecno$¢ modyfikatora
W dostateczniej iloSci moze rowniez wptywaé na po-
prawe¢ parametroOw mechanicznych, szczegdlnie
W pierwszym okresie tuz po implantacji, wtedy gdy
potrzebna jest zwigkszona zdolnos¢ implantu do prze-
noszenia obciazen. W trakcie przebywania kompozytu
polimerowego w warunkach zywego organizmu moz-
liwa jest stopniowa degradacja fazy mniej trwalej
(a wiec odpowiedzialnej za wlasciwosci mechaniczne
uktadu), ale jednoczesnie bioaktywnej, pobudzajacej
komorki tkanki kostnej do szybszej proliferacji i za-
siedlania (przerastania) implantu [7].

Celem niniejszej pracy bylo zaprojektowanie oraz
otrzymanie gradientowych biokompozytéw o kontro-
lowanej szybko$ci resorpcji oraz o sterowanej porowa-
to$ci, mogacych znalez¢ zastosowanie na ubytki tkan-
ki kostnej. Odpowiednie zaprojektowanie materiatow
stwvarza mozliwo$ci otrzymania wielofunkcyjnych
implantdéw, sprzyjajacych przerastaniu i wilasciwej
regeneracji tkanki.

W pracy otrzymano kompozytowy material poli-
merowy, w ktorym jako modyfikatora uzyto proszku
z biopolimeru - alginianu sodu. Jest to materiat po-
chodzenia naturalnego (algi morskie), powszechnie
dostepny 1 wykorzystywany wczesniej w celach bio-
medycznych (opatrunki, pokrycia lekow, wypekienia
ubytkow) [8]. Charakter chemiczny alginianu w duzej
mierze uzalezniony jest od kationu, z jakim polisacha-
ryd ten jest zwiazany; sole kationow dwuwarto$cio-
wych (np. Ca(Alg),) sa nierozpuszczalne w wodzie,
natomiast sole kationow jednowartosciowych sa
w wodzie rozpuszczalne (np. NaAlg). Wykorzystujac
te wilasciwos¢, mozna otrzymaé porowate struktury
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tworzace si¢ w miejscu wszczepienia. Odpowiednio
dobrany udzial objgtosciowy modyfikatora pozwala na
otrzymanie pozadanych z punktu widzenia materiatow
do leczenia tkanki kostnej parametrow mechanicz-
nych. Natomiast wykorzystujac podobienstwo struktu-
ry chemicznej alginianu (polisacharyd) do innego
polisacharydu obechego w macierzy zewnatrzkomor-
kowej, tj. hialuronianu, mozna spodziewaé si¢ popra-
Wy wiazania pomigdzy implantem a otaczajaca go
tkanka [9].

MATERIALY | METODY

Otrzymywanie folii kompozytowych

Materialy kompozytowe otrzymane zostalty metoda
odlewania z roztworu. W tym celu do 10% roztworu
polimeru resorbowalnego PGLA (kopolimer laktydu
i glikolidu, PLA:PGA-83:17, Mn = 75 kDa, CMWiP
Zabrze) w chlorku metylenu wprowadzono rézny
udzial wagowy (7+27%) proszku z alginianu sodu
(PROTANAL 60/20, Nova Matrix, Norwegia) o za-
warto$ci ok. 60+65% monomeru G (reszty kwasu
guluronowego). Tak przygotowane materiaty kompo-
zytowe zostaly poddane badaniom mechanicznym,
w ktorych okreslono ich wytrzymato$¢ na rozciaganie
(Zwick 1435). Nastepnie folie kompozytowe zostaty
poddane inkubacji w $rodowisku biologicznym (ptyn
Ringera/37+1°C). Na podstawie pomiaréw pH okre-
slony zostat ich stopieni degradacji (CP-315 Elmetron
pH-metr). Material odniesienia stanowita folia z czy-
stego polimeru PGLA, poddawana degradacji w tych
samych warunkach co materiaty kompozytowe.
W wyniku obserwacji mikrostruktury (SEM, Jeol
JSM-5400) oraz dzigki przeprowadzonym testom pro-
filometrycznym (HommelWelker profilometry) osza-
cowano porowato$¢ powierzchniowa materialow.
Przeprowadzone badania pozwolily na zaprojektowa-
nie kompozytowych struktur gradientowych o kontro-
lowanym czasie degradacji oraz 0 zréznicowanej po-
rowato$ci.

Otrzymywanie gradientowych struktur
kompozytowych
W nastgpnym etapie pracy otrzymano dwa rodzaje
biomimetycznych materialow gradientowych nasladu-
jacych strukture tkanki kostnej. Z otrzymanych folii
kompozytowych wycigto kwadraty o boku 1cm x 1cm,
utozono w formie i poddano jednoosiowemu prasowa-
niu, otrzymujac kostki o nastgpujacych konstrukcjach:
o PGLA (prébka odniesienia)
e PGLA/NaAlg(l) z gradientem zmieniajacym si¢
w kierunku ,,géra-dot” (tab. 1A)
o PGLA/NaAlg(ll) z gradientem zmieniajacym si¢
w kierunku centrum materiatu (tab. 1B)
Materialy w  postaci  kostek  (szescianow:
lcm x 1cm x 1cm) poddano testom degradacji w $ro-
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dowisku in vitro (ptyn Ringera/37°C/3 miesiace, woda
destylowana/37°C/3 miesiace), kontrolujac zmiany
pH. Stopien degradacji materialu oraz zmiany mikro-
struktury (w tym chropowatosci i porowatosci po-
wierzchniowej) monitorowano pomiarem predkosci
rozchodzenia si¢ fali ultradzwigkowej poprzez po-
szczegodlne warstwy kompozytu gradientowego (Ultra-
sonic 895) oraz na podstawie obserwacji mikroskopo-
wych w skaningowym mikroskopie elektronowym
(SEM, Jeol JSM-5400).

TABELA 1. Materialy gradientowe o réZznym sposobie uloZenia
warstw kompozytowych
TABLE 1. Graded materials with different way of composite
layers composition

PGLA / 27% wag. NaAlg
PGLA / 16% wag. NaAlg
PGLA / 15% wag. NaAlg
PGLA /7% wag. NaAlg

PGLA / NaAlg gradient |
A | z gradientem zmieniajacym si¢
w kierunku “géra-dot”

PGLA / 27% wag. NaAlg
PGLA / 16% wag. NaAlg
PGLA / 15% wag. NaAlg
PGLA /7% wag. NaAlg
PGLA / 15% wag. NaAlg
PGLA / 16% wag. NaAlg
PGLA / 27% wag. NaAlg

PGLA / NaAlg gradient 11
B | z gradientem zmieniajacym sig
w kierunku centrum materiatu

WYNIKI I DYSKUSJA

Folie kompozytowe

Rezultaty otrzymane w pierwszej czesci doswiad-
czenia dotyczace charakterystyki folii kompozytowych
PLGA/NaAlg pokazaty, ze, sterujac udzialem wago-
wym biopolimeru (NaAlg), mozna regulowaé wybrane
parametry, takie jak: wytrzymato§¢ mechaniczna,
mikrostruktura, czas degradacji i porowato$¢ (tworza-
cq sie in situ). Testy mechaniczne (wytrzymato$¢ na
rozciaganie) wykazaty, ze ilo$¢ wprowadzanego algi-
nianu sodu do resorbowalnej osnowy PGLA obniza
wytrzymato$¢ mechaniczng folii (rys. 1). Jej warto$§¢
spada po przetrzymywaniu foli w plynie Ringera do-
piero po 4 tygodniach inkubacji. Spadek wytrzymato-
sci zalezy od udziatu wagowego modyfikatora: ilos¢
dodatku jest odwrotnie proporcjonalna do wartosci
wytrzymatos$ci.

Komérki kostne (osteoblasty) sa szczegolnie czule
na nier6wnosci powierzchni, stad profil powierzchni
to parametr wazny z biologicznego punktu widzenia w
otrzymywanym materiale kompozytowym. Odpo-
wiednio dobrana chropowato$¢ zarowno w skali mi-
kro, jak i nanometrycznej moze w znaczacy sposob
wplyna¢ na przyspieszenie procesu namnazania si¢
osteoblastow [10]. Z przeprowadzonych testow profi-
lometrycznych wynika, ze chropowatos¢ folii wzrasta
wraz z udzialem modyfikatora w materiale kompozy-
towym (rys. 2). Analogiczne zachowanie - wzrost
$redniego poziomu chropowatosci (R,) - wykazuja

folie po miesigcznej inkubacji w plynie Ringera.
Wazrost chropowato$ci wywolany jest degradacja fazy
modyfikujacej - proszku NaAlg. Spadek S$redniej
chropowatosci, obserwowany dla kompozytu z 7%
udziatem wagowym proszku alginowego, zwigzany
jest z nierownomierng dyspersja modyfikatora powsta-
1a na etapie otrzymywania kompozytu.
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Rys. 1. Wytrzymalo§¢ na rozciaganie folii PGLA i kompozytow
PGLA/NaAlg w funkgcji czasu inkubacji w ptynie Ringera

Fig. 1. Tensile strength of PGLA film and PGLA/NaAlg composites
versus incubation time in Ringer solution
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Rys. 2. Zmiana poziomu chropowatosci (Rs) folii PGLA i kompozytow
PGLA/NaAlg przed i po inkubacji w ptynie Ringera

Fig. 2. Roughness level changes (R,) for PGLA film and PGLA/NaAlg
composites before and after Ringer incubation

Obserwacje w skaningowym mikroskopie elektro-
nowym (SEM) mikrostruktury folii kompozytowych
przed i po okresie inkubacji wykazuja znaczace rozni-
ce. Stopien porowatosci bezposrednio zwiazany jest
Z udziatem wagowym alginianu sodu: im wigkszy
udzial NaAlg, tym wigksza porowato§¢ kompozytow
(rys. 3).

Wyniki pierwszej cze$ci eksperymentu pokazuja,
ze: sterujac udzialem wagowym proszku alginowego,
mozna otrzyma¢ material kompozytowy rézniacy si¢
porowatoscia, trwato$cia w warunkach in vitro, odpo-
wiednimi parametrami fizykochemicznymi powierz-
chni (profilem), a takze wilasciwo$ciami mechanicz-
nymi.
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Rys. 3. Mikrofotografie SEM folii PGLA/27%wag.NaAlg: A) przed
inkubacja oraz B) po 4-tygodniowej inkubacji w ptynie Ringera

Fig. 3. SEM microphotographs of PGLA/27%wt.NaAlg film: A) before
incubation and B) after 4 weeks of incubation in Ringer

Otrzymane folie kompozytowe PGLA/NaAlg sa
zatem odpowiednim materiatem bazowym do projek-
towania struktur gradientowych o kontrolowanej po-
rowatos$ci tworzacej si¢ w warunkach in situ. Materia-
ly kompozytowe wykazuja sprzyjajace wilasciwosci
powierzchniowe (chropowato$¢ na poziomie mikro-
metrycznym), stymulujace osteoblasty do adhezji
i proliferacji. Dodatkowo modyfikacja matrycy poli-
merowej alginianem sodu stwarza mozliwosci kontro-
lowania nie tylko czasu degradacji kompozytow, ale
takze sterowania ich wlasciwo§ciami mechanicznymi
(wigkszy udziat modyfikatora obniza wytrzymatos§¢
kompozytéw, zwigkszajac porowato$¢). Na podstawie
opisanych wyzej wynikow zdecydowano si¢ na otrzy-
manie dwoéch rodzajow materiatow gradientowych,
W ktorych sposob utozenia kompozytowych warstw
nasladowatby budowe tkanki kostnej: PGLA/NaAlg
gradient | z udziatem wag. modyfikatora zmieniaja-
cym si¢ w kierunku ,,géra-dot”, w ktéorym powstata
porowato$¢ powinna zmienia¢ si¢ stopniowo od naj-
wigkszej do coraz mniejszej oraz PGLA/NaAlg gra-
dient 1l z udzialem wag. modyfikatora zmieniajacym
si¢ w kierunku ,,centrum” materiatu, w ktéorym duza
porowatos¢ bedzie stopniowo si¢ zmniejszaé wraz ze
zblizeniem si¢ do wnetrza materiatu. Tak otrzymane
materialy gradientowe zostaly poddane dalszym bada-
niom.

Kompozyty gradientowe o kontrolowanej porowatosci

Testy trwalosci biologicznej przeprowadzone
w drugiej czgsci eksperymentu na modelowych mate-
riatach gradientowych w formie kostek wykazaty wy-
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razne zmiany pH juz w pierwszym miesigcu inkubacji.
Stopniowy spadek pH spowodowany jest degradacja
alginianu i przechodzeniem do roztworu jonéw Na®.
Zachowanie to obserwowane jest dla obydwodch
otrzymanych struktur gradientowych I i Il (rys. 4).
Obecnos¢ modyfikatora (proszek NaAlg) przyspiesza
wprawdzie proces degradacji kompozytow, jednak
jego charakter jest stopniowy, w przeciwienstwie do
degradacji czystego polimeru PGLA (ktoéry wyraznie
degraduje po 5 tyg. inkubacji - widoczny spadek pH
na wykresie). Stabilny proces degradacji wiaze sig
Z procesem pogarszania si¢ wilasciwosci mechanicz-
nych materialu. Ostabienie struktury kompozytu jest
spowodowane pojawieniem si¢ porowatosci, Pprzy
czym mechanizm ten jest na tyle wolny, Ze nie powi-
nien on stanowi¢ zagrozenia zwiazanego z niedosta-
tecznym przenoszeniem obciazen. Na trwato$¢ modeli
gradientowych nie ma wptywu rodzaj medium immer-
syjnego. Przeprowadzone testy porOwnawcze na prob-
kach inkubowanych w wodzie destylowanej potwier-
dzity degradacje alginianu wobec wolniej degraduja-
cych si¢ materiatow gradientowych.

8
—4— Ringer
7
B —a- PGLA
I 5
=3 —#- PGLAMNaAlg
4 gradient |
3 —— PGLAMNaAlg
gradient Il
2 T T T T T

0 14 28 42 57 73
Liczba dni

Rys. 4. Zmiana pH ptynu Ringera w funkcji czasu inkubacji probek
Fig. 4. pH changes of Ringer solution versus incubation time of samples

Przeprowadzone obserwacje mikroskopowe prze-
krojow materiatow gradientowych pokazaly pojawia-
jace si¢ szczeliny pomigdzy warstwami. Otrzymywane
metoda prasowania folii materiaty gradientowe ulegaja
czg$ciowej delaminacji, co z pewnoscia prowadzi do
pogorszenia wiasciwosci mechanicznych (rys. 5B).
Powierzchnia materiatow gradientowych charaktery-
zuje si¢ natomiast porowatoscia powstata na skutek
resorpcji fazy modyfikujacej (NaAlg). Porowato$¢
zmienia si¢ wraz z udziatem wagowym alginianu.

Degradacje modelowych kostek gradientowych
monitorowano réwniez z pomoca pomiaru predkosci
fali ultradzwieckowej (rys. 6). Badania te potwierdzity,
ze predkos¢ fali zmienia si¢ wraz z powstata porowa-
toscia: im wigkszy udziat wagowy alginianu w matry-
cy, tym szybszy proces degradacji kompozytu i wiek-
sza porowato$¢. Duzy wplyw na zmiang parametru
predkosci maja rowniez pojawiajace si¢ miejscami
rozwarstwiania. Zewngtrzne warstwy kompozytu de-
graduja si¢ znacznie szybciej na skutek lepszej pene-
tracji ptynow immersyjnych, co ma zasadniczy wptyw
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na szybko$¢ rozpuszczania i wyplukiwania modyfika-
tora, a tym samym na zwigkszona porowatos¢. Prze-
prowadzone testy pokazaly, ze otrzymane probki za-
chowuja wyjSciowy gradient nawet po 2 miesiacach
inkubacji w warunkach in vitro pomimo zachodzacej
czesciowo delaminacji.

Rys. 5. Mikrofotografie SEM kompozytu PGLA/NaAlg gradient | po
8-tygodniowej inkubacji w wodzie destylowanej - przekrdj przez
warstwy (od lewej gorna czes¢ kompozytu o najwigkszej porowa-
tosci)

Fig. 5. SEM microphotographs of PGLA/NaAlg gradient | composite
after 8 weeks of incubation in distilled water - layers cross-
section

PGLA PGLA after incubation
B 021930 M 711722
Bl 916920 B 701710
Il 010915 Bl 591-700
Ml 005 =690

PGLAMNaAlg | PGLA/NaAlg | after incubation
Bl 971930 671690
Il 961-970 651-670

B 951950
Il =950

Il 641650
I 530

PGLA/MNaAlg Il PGLA/NaAlg Il after incubation
Bl 971930 B 731750
Bl 061-970 B 711730
Bl 551960 Bl 591700
Bl 950 Bl =690

Rys. 6. Zmiana predkosci fali ultradzwickowej [m/s] badanych probek
przed i po inkubacji

Fig. 5. Velocity of ultrasonic wave [m/s] for samples before and after
incubation

WNIOSKI

Zastosowanie jako modyfikatora resorbowalnej
osnowy - alginianu sodu pozwala na otrzymanie folii
kompozytowych, w ktorych porowato$¢ moze po-
wstawa¢ w warunkach in situ. Obecnos¢ resorbowal-
nej fazy biopolimerowej moze przyspiesza¢ proces
degradacji materialu. Dodatkowo sterujac udzialem
wagowym modyfikatora, mozliwe jest kontrolowanie
takich parametrow, jak porowato$¢ i stopien degrada-
cji materiatow, dzigki czemu mozna otrzymywaé¢ ma-
teriaty dopasowane pod wzgledem struktury i wtasci-
wosci do tkanki kostnej.
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