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MEMBRANOWE MATERIALY KOMPOZYTOWE
NA POTRZEBY MEDYCZNE
- PODSTAWOWE BADANIA MATERIALOWE | BIOLOGICZNE

Badaniu poddano serie prébek kompozytowych: wlékno z alginianu sodu w osnowie polimeru syntetycznego, rézniacych sie
udzialem procentowym widkien (1, 1,5, 2; 2,5 i 3% widkien). Za osnowe kompozytéw postuzyl terpolimer PTFE-PVDF-PP o za-
warto$ci procentowej poszczegélnych meréow: 56% PTFE, 27% PVDF i 17% PP. Czysta folia polimerowa niezawierajaca wio-
kien stanowila odniesienie w stosunku do probek kompozytowych. Wprowadzenie wiékien z biopolimeru do hydrofobowego ma-
terialu polimerowego mialo na celu poprawe biozgodnosci kompozytu. Dodatkowo spodziewano si¢, Ze wldkna
z alginianu sodu, rozpuszczalne w wodzie, ulegng w trakcie inkubacji rozpuszczeniu i wymyciu z osnowy polimerowej, a tym sa-
mym utworza nowy rodzaj materialu: membrane, ktoérej Srednica poréw réwna bedzie przekrojowi pojedynczego wiokna. Bada-
niu poddano zestaw kompozytéw, dla ktorych okreSlono: wielko$¢ kata zwilzania przed i po wyplukiwaniu widkien,
wyznaczono procentowy ubytek masy, a takze zmian¢ grubosci kompozytu przed i po inkubacji. Wykonano réwniez test prze-
puszczalnosci otrzymanych membran kompozytowych, okreslajac zmiane stezenia soli NaCl po przejSciu przez membrane. Test
prowadzono przez 14 dni w temperaturze 37°C. Teksture powierzchni i wzrost udzialu poréw obserwowano w skaningowym mi-
kroskopie elektronowym (SEM). Membrany kompozytowe do zastosowan medycznych poddano ocenie cytotoksycznosci. Probki
kontaktowano z ludzka linia komérek nablonkopodobnych raka pluc po 24 i 72 godz. kontakcie komorka-
-material (ATCC CCL 185 - A549) okreslano zmiany ilo§ciowe i morfologiczne komoérek (odwrécony mikroskop kontrastowo-
-fazowy). W celu okreslenia przezywalnos$ci komorek zastosowano metode kolorymetryczna - barwienie blgkitem trypanu.

Stowa kluczowe: membrany kompozytowe, membrany biomedyczne, materialy polimerowe

MEMBRANE COMPOSITE MATERIALS FOR MEDICAL APPLICATION
- PRIMARY MATERIAL AND BIOLOGICAL STUDY

Polymer implant materials have been widely applied in medicine within the past several years. Polymers defined as biostable
find use as vascular implants, surgical threads and elements of various types of endoprostheses. They are also useful as laryngo-
logical, dental, cardiosurgical and neurological implants. Recently, composites made of polymers combined with such materials
as bioactive ceramics, ceramic or carbon fibres, are being increasingly used in clinical practises. Fibrous polymer implants be-
come an alternative to pure ceramic or metal implants in biomaterials engineering. The distribution of fibers in polymer matrix
affects not only its mechanical parameters, but also the surface properties, such as wettability, roughness, etc. It seems neces-
sary to examine the effects of fibers on polymer matrix before commencing works on design of composite materials for medical
applications. It is also important to define whether composites based on polymer matrix would not be toxic for living cells. The
experiments were carried out on polymer membranes made of polymer and soluble alginate fibres. The aim of the work was the
analysis of cellular response to polimer matrix, functionalized with use of resorbable (soluble) fibres. Materials in form of mem-
branes and fibre/polymer composites of different microstructures were put in contact with one type of cell under in vitro condi-
tions (viability of cells presented in Tables 2-3). The surface morphology of composite materials was observed using scaning
electron microscope Jeol, JSM-5400. Figure 2 AI-EI shows surface images of polymer sample (foil), and surface of composite
materials before dissolved the alginate fibres. Figure 2 AII-EII presents the photomicrographs of membrane surfaces. Changes
of masses and thickness of composites material during dissolved biopolimer
fibres (32 h/80°C) are shown in Table 1. Polymer membranes produced by washing out of alginate fibres have surfaces
showing pores of irregular as well as spheroidal shape. This study suggests, that the composite materials which is compounds
with biostable matrix and alginate fibres (biopolymer) may be used like membrane in ophthalmology (cornea implants).

Keywords: composiete membrane, biomedical membrane, polimer materials
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WSTEP

Badania nad kompozytowymi membranami bio-
medycznymi koncentruja si¢ wokot rozwoju technologii
wytwarzania materialdow membranowych poprzez taki
dobor materiatow, ktore po pierwsze uwzglednia¢ beda
ich parametry materiatlowe i fizykochemiczne, a po dru-
gie zapewnia odpowiedni mechanizm separacji zwiaz-
kow. Najpopularniejszymi materiatami membranowymi
stosowanymi ~w  medycynie = sa  membrany
stuzace do dializy otrzewnowej, hemiperfuzji i perfuzji
[1, 2]. Prowadzone sg badania nad modyfikacja mem-
bran polisulfonowych komodrkami $rodblonka, ktore
maja doprowadzi¢ do skonstruowania sztucznego naczy-
nia krwiono$nego [2, 3]. Membrany wykorzystuje si¢
rowniez w sterowanej regeneracji kosci (GBR) [4-7]
jako systemy wspierajace (tzw. podporowe) w hybrydo-
wej watrobie (BLSS) [3, 8] czy jako implanty keratocy-
towe [9]. Obecne badania nad membranami bio-
medycznymi skupiajg si¢ nad skonstruowaniem mem-
bran kompozytowych o zdefiniowanej topografii po-
wierzchni i okre§lonym stanie chemicznym powierzchni.
Materiaty takie maja z jednej strony zapewni¢ selektyw-
na adsorpcje (a nie tylko separacje zwiazkow),
a z drugiej powinny by¢ zdolne do wylapywania kon-
kretnych substancji chemicznych (np. proteiny), ktore
zapewnia np. adhezj¢ i osiadanie komorek na po-
wierzchni membrany [8]. Wedlug Curtisa i wsp. [11],
nawet niewielka zmiana mikrotekstury materiatu
membranowego (rzedu 100 nm) indukuje odpowiedz
komorkowa. Niezwykle istotng role¢ w strukturze mem-
brany pelni rozmiar poréw. Membrany o $rednicy porow
0,1+0,8 pm wspomagaja regeneracje¢ komorek epitelium
rogowki, ale juz pory, ktérych $rednica wynosi 0,9 um
lub wigcej, zachowuja si¢ wzgledem tych samych komo-
rek jak inhibitory, hamujac wzrost i proliferacj¢ komo-
rek [8]. Efekt namnazania si¢ lub hamowania wzrostu
komorek uzalezniony jest nie tylko od wielkosci porow
membrany, ale takze od rodzaju zastosowanych komo-
rek. I tak komorki tkanek skory dobrze namnazaja si¢ na
membranie, ktorej $redni rozmiar poréw to 0,025+1,2
um, jednak po pewnym czasie te same komorki lepiej
proliferuja na powierzchni membrany, ktoérej rozmiar
poréw miesci si¢ w przedziale 3+8 pm [11]. Nadal
istotny wydaje si¢ zatem temat odpowiedniego doboru
materiatowego z uwzglednieniem docelowego miejsca
zastosowania membrany.
W niniejszej pracy podjeto probe wytworzenia kompo-
zytowej membrany polimerowej, otrzymanej z dwoch
komponentéw: PTFE-PVDF-PP oraz biopolimeru po-
chodzenia naturalnego: alginianu sodu. Zastosowanie
wioknistego biopolimeru pozwolito na otrzymanie mem-
brany o zmodyfikowanej topografii powierzchni,
a jednoczes$nie charakter chemiczny alginianu (rozpusz-
czalno$¢ w srodowisku wodnym) zapewnit litemu dotad

kompozytowi  polimerowo-wtoknistemu
w zakresie do 25%.

porowato$¢

MATERIALY | METODY
Materialy

Probki do badan przygotowano, stosujac terpolimer
PP-PVDF-PTFE (Aldrich Chemical Co., USA, cat. no.
45 458-3) o gestosci d = 1600 g/em’, ktéry rozpusz-
czono w acetonie (POCh SA. Gliwice, Polska, cat. no.
102480111). Widkna alginianowe wytworzono w Kate-
drze Wiokien Sztucznych Wydziatu Inzynierii i Marke-
tingu Tekstyliow na Politechnice L.odzkiej. Zawartos$¢
reszt kwasu guluronowego w tworzywie wynosila
65+75%, a zawarto§¢ reszt kwasu mannuronowego
25+35%. Wldkna alginianowe rozdrobniono, uzyskujac
wiokna krotkie o $rednicy 0,17+0,05 pm i dlugosci
1,540,28 mm. W celu otrzymania kompozytowych pro-
bek polimerowych sporzadzono roztwodr terpolimeru,
stosujac 5 g PTFE/PVDF/PP na 50 ml acetonu. Przygo-
towano zestaw nawazek wiokien alginianowych i roz-
prowadzono je kolejno w odpowiedniej ilosci terpolime-
ru za pomoca phuczki ultradzwigkowej. Mieszaning
wilokien i polimeru pozostawiono do odparowania roz-
puszczalnika na 24 h. Otrzymano serie polimerowo-
-wioknistych kompozytéw o nastgpujacej zawartosci
wiokien:

- 1% - probka A,;

- 1,5% - probka B;

-2 % - probka C;

- 2,5% - probka D;

- 3% - probka E;

- czysta folia polimerowa R.

Proces rozpuszczania wtokien prowadzono jedna-
kowo dla wszystkich rodzajéw kompozytéow. Kompo-
zyty inkubowano w wodzie w temperaturze 80°C
przez 32 h, nastepnie suszono tak otrzymane mem-
brany do statej masy w celu stwierdzenia ubytku ma-
Sy po procesie rozpuszczania biopolimeru. Aby
sprawdzi¢ przepuszczalno$¢ otrzymanych membran
kompozytowych, przeprowadzono test membranowy:
przygotowano 0,1M NaCl, ktéry umieszczono w po-
jemniku, zamykajac go membrana, pojemnik z sola
umieszczono w wodzie. Efektywno$¢ dzialania mem-
brany (migracja jonéw Na' i Cl z roztworu soli do
wody przedstawiona jako zmiana stgzenia) spraw-
dzano, mierzac przewodnictwo jonowe wody.

Metody

Charakterystyka materiatow membranowych

Materialy membranowe otrzymano przez wymycie
rozpuszczalnych w wodzie wiokien z alginianu sodu
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(NaAlg). Wszystkie probki kompozytowe (A-E) podda-
no inkubacji w wodzie (32 h/80°C). Zmiang kata zwil-
zania probek przed i po czasie wyplukiwania wiokien
alginianowych zbadano, uzywajac w tym celu aparatu
DSA 10 Kruss (Germany). Ciecza pomiarowa byla
woda podwojnie destylowana UHQ o objetosci kropli
2,5+2,8 ml, badanie wykonano w temperaturze pokojo-
wej. Stopien wymycia wiokien z kompozytow (A-E)
okreslono, wykonujac pomiary zmiany grubosci probki i
ubytku masy probki przed i po czasie inkubacji. Analizg
tekstury powierzchni materiatdéw polimerowych, przed i
po 32 h inkubacji w wodzie, w temperaturze 80°C,
przeprowadzono, wykonujac zdjecia w elektronowym
mikroskopie  skaningowym SEM  (Jeol JSM
- 5400).

Badania cytotokstycznosci

Badania cytotoksycznos$ci przeprowadzono na probce
o 2% zawarto$ci wiokien alginianowych (C). Badanie
wykonano w Laboratorium Wirusologii Instytutu Immu-
nologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu
zgodnie z PN-EN ISO 10993-5 ,,Biologiczna ocena
wyrobow medycznych - Cz¢s¢ 5: ,,Badania cytotoksycz-
nosci: metody in vitro”. W tym celu wykorzystano lini¢
komorkowa A549 - linia komérek nablonkopodobnych
ludzkiego raka ptuc (ATCC CCL 185). Hodowlg komo-
rek A549 prowadzono w ptynie hodowlanym Dulbecco z
dodatkiem 10% inaktywowanej
(30 min, 56°C) surowicy cielgcej oraz 100 j/ml penicyli-
ny,100 pg/ml streptomycyny i 2 mM/ml L-glutaminy w
temperaturze 37°C, w atmosferze 5% CO,. Badania
przeprowadzono metoda bezposredniego kontaktu
z jednowarstwowa hodowla komorek AS549 przez 24
oraz 72 godziny. Na plytce 24-dotkowej firmy Costar
zaktadano hodowlg komoérek A549 o gestosci 1x10° ml i
inkubowano 24 godziny w temperaturze 37°C, w atmo- -
sferze 5% CO,. Po tym czasie zdejmowano supernan-
tant, a jednowarstwowa hodowle komoérek zalewano
1 ml ptynem hodowlanym z dodatkiem 2% surowicy
cielecej. Na tak przygotowana hodowle komoérek nato-
zono probki badanych materiatlow (w ksztalcie krazkow
o s$rednicy 96 mm) i inkubowano 24 oraz 72 godziny
w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO,. Kazdy ma-
teriat oceniano w 3 powtdrzeniach (po 3 na kazdy czas).

WYNIKI

Obecnos¢ biopolimerowego wiokna (NaAlg) wpltywa
na mikrostruktur¢ powierzchni i na kat zwilzania za-
rowno kompozytow, jak i membran. Srednie wartoci
kata zwilzania dla folii z terpolimeru (R) oraz dla pozo-
statych probek kompozytowych (A-E) przed poddaniem
ich procesowi rozpuszczania i1 wyplukiwania bio-
polimeru sa wyzsze niz po inkubacji probek w wodzie
32 h/80°C (rys. 1). Efekt ten jest tym silnigjszy, im

wigkszy jest udziat procentowy widkien alginianowych
zawartych w objgtosci polimeru (dla kompozytu o 3%
udziale wiokien NaAlg, probka E, obnizenie wartosci
B0 7°). Zwilzalno$¢ powierzchni probki z 1% zawarto-
$ciag wiokien NaAlg (probka A) jest bliska zwilzalnosci
folii polimerowej (R). Wnioskowa¢ mozna zatem, ze
obecne w wyj$ciowym materiale widkna z biopolimeru
zostaty zupelnie usunigte w trakcie inkubacji. Wniosek
ten potwierdza zarowno ubytek masy, jak
i zmiana grubosci kompozytow (tab. 1). Dla wykona-
nych materialow membranowych przeprowadzono test
przepuszczalnosci, ktory wykazal, ze najbardziej efek-
tywnym materialem membranowym jest kompozyt
z 2% zawarto$cia (probka C) alginianu sodu (najwigk-
szy wzrost stgzenia soli NaCl w wodzie).

Zmiana zwilzalnosci powierzchni prébek kompozytowych przy
réznych udziatach procentowych wtékien z alginanianu sodu, przed
i po inkubacji w warunkach 32h/80 °C
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40
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kat zwilzania [0]

3% 2,50% 2% 1,50% 1%
mprzed inkubacja O po inkubacji

polimer

Rys. 1. Wykres zmian kata zwilzania dla powierzchni probek kompo-
zytowych, roznych udziatach procentowych wiokien z alginianu so-
du, przed i po inkubacji w warunkach 32 h/ 80°C H,O

Fig. 1. Wettability surface of composites materiales before/after dissolved
alginate fibres (32 h/ 80°C H,0)

TABELA 1. Zmiany masy i grubo$ci prébek kompozytowych
o roznych udzialach procentowych wlékien
z alginianu sodu przed wyplukiwaniem i po
inkubacji w wodzie 32 h/80°C H,O
TABLE 1. Differences in thickness and mass result from
dissolving sodium alginate fibres due to
incubation in water (32 h/80°C)

Nazwa Zawartos$¢ Ubytek masy Zmiana grubosci
probki NaAlg wiokien % um

E 3% 93,96 £0,01 89 %1

D 2,5% 95,88 £0,01 79 1

C 2% 95,95 +0,01 97 +1

B 1,5% 97,35 +0,01 74 1

A 1% 96,14 £0,01 81 %1

R terpolimer 00,00* 0,0*

* masa 1 grubos¢ foli z polimeru nie ulegly zmianie w czasie inkubacji

Teksturg powierzchni obserwowano w skaningowym
mikroskopie elektronowym. Wykonano zdjgcia probek
przed i po inkubacji, zmiany topografii powierzchni
zamieszczono kolejno na rysunku 2. Prébki przed inku-
bacja charakteryzuja si¢ praktycznie gtadka powierzch-
nig, podobng do powierzchni czystej folii polimerowe;.
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Wyraznie roznice w mikrostrukturze analizowanych
powierzchni obserwuje si¢ pomigdzy materiatami o
zmiennej zawarto$ci wiokien alginianowych. Im wigksza
ich zawartos$¢, tym materiat staje si¢ bardziej porowaty,
z porami 0
i rozmieszczeniu.

nieregularnym ksztatcie

Rys. 1. Zdjgcia z mikroskopu elektronowego SEM probek przed (1) i po (IT)
procesie inkubacji

Fig. 2. Microstructure of samples from the composite material before (I) and

after dissolved alginate fibres (II)

Najbardziej regularne rozmieszczenie poréw powierzch-
niowych po procesie wyptukiwania widkien z biopolime-
ru zaobserwowano w probce C (2% wildkien
NaAlg). Material ten poddano testowi na przepuszczal-
no$¢ membran. Stopien przepuszczalnosci mierzono
poprzez zmiang przewodnictwa jonowego. Wyniki eks-
perymentu pos§wiadczyly o uzytecznosci tego materiatu
jako membrany.

Badania cytotoksycznos$ci przeprowadzono na jednej
z wybranych probek kompozytowych z 2% zawarto$cia
NaAlg (C). Wyniki zmian morfologii komoérek po kon-
takcie z badanymi materialami (folia polimerowa R i
probka z 2% zawartoécia NaAlg - C), a takze wyniki
zmian ilo$ci komoérek zebrano w tabelach 2 i 3.
W tabeli 2 znajduje sig¢ zestawienie wynikow po 24-go-
dzinnej inkubacji komodrek na materiale, a w tabeli 3
zestawienie po 72 godzinach inkubacji komorek nabton-
kopodobnych A549 na powierzchni materialu. Zaden z
badanych materiatow (R i C) nie wykazuje dziatania
cytotoksycznego, ilo§¢ martwych komodrek na po-
wierzchni jest tak niska (max 1% komorek mar-
twych po 24 h hodowli i max 3% martwych komorek po
72 h hodowli), Ze zgodnie z normg PN-EN ISO 10993-5
materialy te nadaja si¢ do kontaktu z Zywym organiz-
mem. Morfologie komorek na powierzchni materiatow,
w odniesieniu do kontrolnej probki hodowli nabtonkopo-
dobnych komorek A549, obserwowano w odwroconym
mikroskopie kontrastowo-fazowym. Seri¢ zdje¢ doku-
mentujacych brak zmian morfologicznych komorek po-
kazano na rysunku 3.

TABELA 2. Ocena cytotoksycznosci komérek nablonkopodob-
nych po 24-godzinnym kontakcie z powierzchnia
materialu

TABLE 2. Cytotoxicity estimation of adenocarcinoma lung

cells A579 after 24h stay in contact with surface
of composite materials

. Tlo¢ Ilos¢ . -
Nazwa Zmiany komorek komorek Cai.kow1ta Stopieh
obki morfolo- martwych »vwych liczba toksycz-
p giczne (y3 y (y) k-k nosci
0 0
R brak 1 99 5,1x10° brak
C brak 0 100 6,6 x10° brak
Kontrola 0 100 7,2 x10° brak

Rys. 3. Zmiany morfologii nabtonkopodobnych komorek A549 po 72-godzinnym kontakcie z powierzchnia materiatu

Fig. 3. Morphology of cells A549 after 72 h contact with surface materials
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TABELA 3. Ocena cytotoksycznosci komérek nablonkopodob-
nych po 72-godzinnym kontakcie z powierzchnia
materialu

TABLE 3. Cytotoxicity estimation of adenocarcinoma lung

cells A579 after 72 h stay in contact with surface
of composite materials

. Tlos¢ Tlos¢ . .

Nazwa Zmiany komorek komorek Ca%kowna Stopieh
obki morfolo- martwych s vwych liczba toksycz-

p giczne E,‘/Vy > (yj k-k nosci

0 0

R brak 3 97 5,4x10° brak

C brak 1 99 5,6 x10° brak

Kontrola 0 100 7,5 x10° brak

WNIOSKI

Wiokna alginianowe ulegaja rozpuszczeniu i wyptu-
kaniu podczas inkubacji w temperaturze 80°C, proces
ten potwierdzony jest spadkiem masy kompozytu
i spadkiem grubosci kompozytu. Efekt wyptukiwania jest
tym silniejszy, im mniejszy jest udzial objgtosciowy
wilokien w kompozycie. Material kompozytowy prze-
znaczony na membrang nie wykazuje cytotoksycznosci,
co oznacza, ze moze by¢ stosowany do kontaktu z zy-
Wwym organizmem.

Praca finansowana ze srodkow na badania statutowe
11.11.160.116.
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