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Streszczenie

W pracy zbadano: wptyw fazy wtdknistej na osnowe
resorbowalnego polimeru i biozgodnos¢ tak otrzyma-
nego materiatu kompozytowego. Oceniono zmiany
fizykochemiczne powierzchni wywotane wprowadzo-
nym materiatem wtdknistym oraz szybko$c¢ degradacji
kompozytu w warunkach in vitro. Faze wtdknistg sta-
nowity widkna weglowe modyfikowane nanoczgstkami
hydroksyapatytu (nHAp). Badania wskazaty, ze wpro-
wadzenie biozgodnych wtékien weglowych w matryce
polimerowg poprawia przezywalno$¢ osteoblastow
(test MTT), a dodatkowa modyfikacja czgstkami nHAp
aktywuje komorki kostne do wydzielania kolagenu
typu | (ELISA). Naswietlanie promieniowaniem UV
nie wptywa na trwato$¢ materiatu w warunkach in
vitro (woda/37°C/3 miesigce), a jednoczesnie obniza
parametry mechaniczne kompozytu (wytrzymatosc,
modut sprezystosci). Proces ten wpfywa rowniez na
zmiany powierzchniowe materiatu obserwowane w
postaci: wzrostu zwilzalno$ci powierzchni i zmiany
mikrostruktury powierzchni (SEM).

Stowa kluczowe: kompozyty wtdkniste, nanokom-
pozyty, degradacja polimerdéw, biozgodnos$¢

[Inzynieria Biomateriatow, 61, (2007), 12-16]

Wprowadzenie

Biozgodnos$é¢, wiasciwosci mechaniczne materiatu
w potgczeniu z jego kontrolowanym czasem degradacji
sg jednym z podstawowych warunkéw decydujacych
o potencjalnych mozliwosciach zastosowania materiatu
jako tworzywa implantacyjnego [1]. W grupie materiatow
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Abstract
The aim of the work was investigation of the influ-
ence of a fibrous phase on a resorbable polymer
matrix and biocompatibility of such manufactured
composite. Physicochemical changes of the surface
induced by the introduced fibrous material and the
degradation rate of the composite in in vivo conditions
were evaluated. The fibrous phase was composed of
carbon fibers modified with hydroxyapatite nanoparti-
cles (nHAp). Investigations showed, that introduction
of the biocompatible carbon fibers into the polymer
matrix improves osteoblasts viability (MTT test), and
additional modification with n-HAp particles activates
bone-tissue cells to secretion of I-type collagen (ELI-
SA). UV irradiation does not influence stability of the
material in in vitro conditions (water/37°C/3 months),
but it reduces mechanical properties of the composite
(strength, Young’s modulus). This process also influ-
ences the composite’s surface properties, which can
be observed in increase of the surface wettability and
changes in the surface microstructure (SEM).
Keywords: fibrous composite, nanocomposite,
polymer degradation, bioactivity
[Engineering of Biomaterials, 61, (2007), 12-16]

Introduction

Biocompatibility, mechanical properties, and controlled
time of degradation are the basic properties of material,
which enable its application in implantation [1]. This features
can be controlled in composites which are very promising
materials for implantation. Incorporate of a second phase
(fibers, particles) into a polymer matrix should lead not only
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cechujacych sie najbardziej obiecujgcymi wtasciwosciami
sg materiaty kompozytowe. Wprowadzenie do osnowy
polimerowej drugiej z faz (wiékna, czastki) ma na celu
nie tylko zmodyfikowanie anizotropii wtasciwosci mecha-
nicznych, poprawe biozgodnosci, ale modyfikacja taka
powinna réwnoczesnie stwarza¢ mozliwos¢ przerastania
regenerujgcy sie tkankg w warunkach in vitro, aby po jej
catkowitej odbudowie zanikngé. Otrzymanie kompozytowych
materiatéw o kontrolowanym czasie dziatania jest mozliwe
dzieki zastosowaniu polimeréw resorbowalnych i biode-
gradowalnych. Wprowadzenie do resorbowalnej osnowy
polimerowej fazy wiéknistej daje mozliwo$¢ modelowania
parametrow mechanicznych (w zaleznosci od typu widkna,
sposobu jego utozenia), fizykochemicznych i biologicznych
(uzaleznione od parametréw powierzchni). Jesli dodatkowo
faze widknistg zmodyfikuje sie nanoczgstkg ceramiczna np.
hydroksyapatytem to zyska ona zdolno$¢ do bioaktywno-
Sci i polepszy potaczenie na linii tkanka — implanty [2, 3].
Jesli do bioaktywnego materiatu dodac¢ znajomos¢ procesu
degradacii to liczba potencjalnych zastosowan kompozytu
jako biomateriatu implantacyjnego ro$nie (potencjalne zasto-
sowania: chirurgia twarzo-czaszki, stomatologia, chirurgia
kostna, inzynieria tkankowa) [4].

Materialy i metody

Materiaty kompozytowe wytworzono z resorbowalnego
polimeru poli(L—laktyd—co—D,L— laktydu) o stosunku meréw
80:20 i masie czgsteczkowej Mw 200.000 Da (Boehringer
Ingelheim, Germany). Polimerowg osnowe modyfikowano
nanokompozytowymi wtdknami weglowymi zawierajacymi 3%
wag. nanohydroksyapatytu (Katedra Ceramiki Specjalnej Wi-
MIC, AGH). Prekursorem widkien weglowych byly organiczne
wiékna poliakrylonitrylowe (PAN) wytworzone w Katedrze
Widkien Sztucznych, na Wydziale Inzynierii i Marketingu
Tekstyliow Politechniki £odzkiej. Widkna PAN poddano
procesowi obrébki termicznej, ktéry obejmowat dwa etapy:
stabilizacje (280°C) i karbonizacje (1000°C). Zastosowano
roztwér polimeru o stosunku 1:30 (rozpuszczalnik CH,CI,,
POCh Gliwice). Do roztworu polimeru wprowadzano nawazke
krétkich widkien weglowych (o dtugosci 50 - 200 pm i Sredni-
cy ok. 10 ym). Tak otrzymang mieszaning pozostawiono do
odparowania nha powietrzu (24h/temp. pokojowa), a nastepnie
w prozni (24h/temp. 30°C). Ta drogg otrzymano dwa rodzaje
probek: kompozyt PL(L/DL)A z SFC+HAp oznaczony jako
KHAp, i folie PL(L/DL)A oznaczong jako P. Tak otrzymane
materiaty poddano dodatkowo naswietlaniu promieniowaniem
ultrafioletowym (A = 342 nm) przez 48h. W ten sposéb otrzy-
mano: kompozyt — KHApUV i folie polimerowg PUV.

Badania biologiczne wytworzonych materiatéw wyko-
nano na linii osteoblastopodobnych komérek hFOB 1.19
i linii fibroblastopodobnych komérek HS-5. Hodowle prze-
prowadzano w inkubatorze w atmosferze: 5% CO,/ 95%
powietrze, temp. 37°C (fibroblasty) lub 34°C (osteoblasty)
przez 7 dni. Zywotno$¢ komérek oznaczono metodg wy-
korzystujacg metabolizm barwnika MTT w mitochondriach
(aktywnos$¢ dehydrogenazy mitochondrialnej). Oznaczenie
stezenia kolagenu typu | produkowanego przez osteobla-
sty i fibrobalsty oznaczono przy pomocy testu ELISA po 4
dniach inkubacji.

Zbadano degradacje otrzymanych materiatéw wyjscio-
wych i poddanych obrébce UV, a nastepnie inkubowanych
w wodzie (37°C/3 miesiace). Mikrostrukture kompozytéw po
inkubacji (37°C/7dni/SBF) oceniano na podstawie obserwa-
cji w skaningowym mikroskopie elektronowym (SEM JSM
—5400, Joel). Charakterystyke stanu powierzchni badanych
materiatéw (na kazdym z etapéw doswiadczenia) dokonano
metoda pomiaru kata zwilzenia, uzywajac aparatu DSA 10

to modification of anisotropy of its mechanical properties,
and improvement of its biocompatibility, but besides it should
allow ingrowth of the regenerating tissue in in vitro conditions
and disappear after its full recovery. Production of composite
materials with controlled operating time is possible due to
application of bioresorbable and biodegradable polymers.
Introduction of a fibrous phase into a bioresorbable polymer
matrix makes possible modification of material’s mechanical
properties (controlled by the fiber type and arrangement),
as well as its physicochemical and biological properties
(related to the surface properties). Additional modifica-
tions of the fibrous phase with ceramic nanoparticles e.g.
hydroxyapatite enhance its bioactivity and improves join
between tissue and an implant [2,3]. Well-described bioac-
tivity of a given composite material, together with thorough
information about its degradation process enables potential
application of the composite as an implant material in such
fields as: maxillofacial surgery, stomatology, bone surgery,
tissue engineering [4].

Materials and methods

Composite materials were produced from resorbable
polymer poly(L—lactide—co-D,L— lactide) with 80:20 mer
ratio, and molecular weight (Mw) 200.00 Da (Boehringer
Ingelheim). The polymer matrix was modified with nanocom-
posite carbon fibers containing 3 wg. % nanohydroxyapatite
(AGH-University of Science and Technology, Faculty of
Materials Science and Ceramics, Department of Special
Ceramics, Krakow, Poland). The carbon fibers were pro-
duced from organic, polyacrylonitrylic (PAN) fibers (Institute
of Man Made Fibers, Faculty of Textile Engineering and
Marketing, Technical University of Lodz, Poland). During
two-staged heat-treatment process, the PAN fibers were
stabilized (280°C) and then carbonized (1000°C). The poly-
mer to solvent (CH,Cl,, POCh) ratio was 1:30. The required,
weighted amount of short carbon fibers (length 50 — 200 pm,
diameter 10 ym) was introduced into the polymer solution.
The mixture was left for evaporation, first in air atmosphere
at room temperature (24h), and then in vacuum at 30°C
(24h). As a result two kinds of samples were produced:
PL(L/DL) with SFC + n-Hap composite (KHAp), and PL(L/
DL)A foil (P). The samples were UV-irradiated (A= 342 nm)
for 48h, and such treated samples are named consequently
KHApUV and PUV. Biological investigations of the materials
were performed at osteoblast-like cells hFOB 1.19 line, and
fibroblast-like cells HS-5 line. The cell cultures were kept
in an incubator in 5% CO, / 95% air atmosphere, at 37°C
(fibroblasts) or 34°C (osteoblasts) for 7 days. Cell viability
was determined using a method based on the metabolism
of MTT dye (activity of mitochondrial dehydrogenase). Con-
centration of collagen type | for both cell lines (osteoblasts
and fibroblasts) were determined using the ELISA test after
4 days of incubation. Degradation of the initial materials and
UV-irradiated materials was investigated during incubated
in water (37°C/3 months). Microstructure of the composites
after incubation (37°C/7 days/SBF) was observed using
scanning electron microscope (SEM JSM — 5400, Jeol).
Surface of the initial materials and UV-irradiated materials
incubated in in vitro conditions (at all stages of the experi-
ment) was characterized by the wetting angle measurement
(DSA 10, Kruss). Stability of mechanical properties of the
composite and the foil was tested (water/37°C/3 months).
Tensile strength of the materials was determined using
universal testing machine (ZWICK 1435).
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Kruss (Niemcy). Badaniu poddano prébki wyjsciowe, a takze
poddane obrébce UV, a nastepnie inkubowane w warunkach
in vitro. Badania wytrzymatosci na rozcigganie materiatéw
wykonano na uniwersalnej maszynie wytrzymatosciowe;j
ZWICK 1435 (Niemcy).

Wyniki i dyskusja

Badania biologiczne

Badania komérkowe wykazaly, ze otrzymane materiaty
kompozytowe sg materiatami biozgodnymi. Wprowadzenie
w osnowe polimeru wtoknistej fazy zawierajacej nanoczastki
HAp powoduje poprawe przezywalnosci osteoblastéw i fibro-
blastow w stosunku do samego polimeru (RYS.1). Aktywnosé
sekrecyjna komorek kostnych (produkcja kolagenu typu I) jest
najwieksza na powierzchni materiatu KHAp (wyzsza niz ak-
tywnos¢ osteoblastéw na powierzchni kompozytu z widknem
weglowym bez udziatu fazy ceramicznej, RYS.2).

SEM/EDS

Gtadka powierzchnia folii polimerowej P ulega lekkiemu
sfatdowaniu po inkubacji w wodzie przez okres 3 miesiecy
(37°C, RYS.3a). Ten sam efekt: wzrostu chropowatosci
powierzchni polimeru, obserwuije sie na folii polimerowej na-
Swietlanej promieniami UV (PUV), a nastepnie inkubowanej
przez 3 miesigce (RYS.4a). Wprowadzenie do osnowy poli-
merowej wtokien weglowych z nanoHAp (KHAp) modyfikuje
gtadka dotad powierzchnie folii nadajac jej ksztatt oddajacy
mikrostrukture wiékien (RYS.3b). Degradacja powierzchni
kompozytu (nieregularnosci, wzrost chropowatosci, spe-
kania) jest znacznie silniejsza w przypadku kompozytu
poddanego wczesniej dziataniu UV (KHAp UV, RYS.4b).

Badania powierzchni

Inkubacja poréwnawcza dwoch folii polimerowych:
wyjsciowej (P) i folii dodatkowo poddanej naswietlaniu pro-
mieniowaniem UV (PUV) wykazata, ze najwiekszy spadek
kata zwilzania (wiekszg hydrofilowo$¢) obserwuje sie na
powierzchni folii polimerowej niemodyfikowanej (P)(RYS.5).
Brak zmian zwilzalnosci powierzchni dla folii (PUV) jest
prawdopodobnie wynikiem zahamowania procesu degra-
dacji (lub zmiang jej mechanizmu: z degradacji powierzch-
niowej na degradacje w masie). W przypadku kompozytéw
z wiéknem weglowym (KHAp, KHAp UV) zmiany zwilzal-
nosci powierzchni sg niewielkie i niezalezne od modyfikac;ji
powierzchni promieniowaniem UV i wynikajg ze wzrostu
chropowatosci powierzchni materiatéw kompozytowych.

Badania mechaniczne

Dodatek widkien weglowych do osnowy polimerowej nie
wplywa na poprawe parametrow mechanicznych materiatu
(odksztatcenie, modut Younga, wytrzymatosc). Dobrany
udziat objetosciowy widkien (3% wag.) ostabia strukture
kompozytu. Wtdkna weglowe dziatajq tu jako faza ostabia-
jaca (defektujgca) materiat. Inkubacja kompozytu (KHAp)
dodatkowo wptywa na obnizenie wytrzymatosci materiatu
(RYS.6). Nie odnotowano zmian wytrzymatosci dla inkubo-
wanej folii polimerowe;j (P).

Whioski

Wprowadzenie wiékien weglowych modyfikowanych
nanoczastkami hydroksyapatytu do osnowy resorbowalnego
polimeru powoduje:

- zmiane jego parametrow powierzchniowych: wtékna ob-
nizajg wartos¢ kata zwilzania (powierzchnia materiatu staje
sie bardziej hydrofilowa),

- zmiane topografii powierzchni (wzrasta chropowatosc¢),

Results

Biological investigations
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RYS. 1. Przezywalnos¢ komorek kontaktowanych
z powierzchnig materialu badanego: P - folia po-
limerowa, K - kompozyt z wiéknem weglowym,
KHAp - kompozyt z wioknem weglowym modyfi-
kowanym nanoHAp.

FIG. 1. Cell viability contacted with materials after
7 days: pure polymer foil (P), composites materi-
als reinforced short carbon fibres (K), composites
materials with nanohydroxyapatite (KHAp).
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RYS. 2. Poziom kolagenu typu | po 4 dniach in-
kubacji z materiatem badanym: P - folia polime-
rowa, KHAp - kompozyt z widknem weglowym
modyfikowanym HAp, K - kompozyt z wioknem
weglowym.

FIG. 2. Level of collagen type | produced by os-
teoblasts and fibroblasts after 4 days incubation
with cells: P - pure polymer foil, K - composites
materials reinforced short carbon fibres, KHAp -
composites materials with nanohydroxyapatite.
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RYS. 3. Folia polimerowa (P) po 3 miesiacach in-
kubaciji (3-a), kompozyt (KHAp) po 3 miesigcach
inkubacji w warunkach in vitro (woda/37°C/3
miesigce) ( 3-b).

FIG. 3. Pure polymer foil (P) (3-a), and samples of
composite (KHAp) after 3 months degradation in
vitro condition (water/37°C) (3-b).
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- poprawe biozgodnosci
materiatu

Obecnos¢ wtdkien
z nanododatkiem wpty-
wa na trwato$¢ materiatu
polimerowego - szybsza
degradacja kompozytu

w porownaniu z folig

polimerowa.

Naswietlanie promie-
niowaniem UV moze
prowadzi¢ do zahamo-
wania procesu degra-
dacji zaréwno materia-
tu polimerowego jak i
materiatu kompozyto-
wego.
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RYS. 4. Powierzchnia folii polimerowej modyfiko-
wanej UV (PUV) po inkubacji w warunkach in vitro
(4-a), mikrostruktura kompozytu z wioknem we-
glowym (z nanododatkiem HAp) po naswietleniu
promieniowaniem UV (KHAp UV) i 3 miesiecznej
inkubacji w warunkach in vitro (4-b).

FIG. 4. Microstructure of surface modified UV:
pure polymer foil (PUV) (4-a) and composites
with nano-Hap (KHAp UV) (4-b) after 3-months
incubation (in vitro condition).

The cell tests indicated that the produced
composite materials are biocompatible.
Incorporation of the fibrous phase

containing HAp nano-particles into the
B polymer matrix leads to better osteoblasts
=] and fibroblasts viability comparing with

the pure polymer (FIG.1). The production

1 of collagen type-I produce of bone-tissue

cells is the highest at KHAp surface. The
activity of cells is low than of a composite
with carbon fibers but without a ceramic
phase (FIG.2).

SEM/EDS studies
A smooth surface of the polymer foil
(P) undergoes a slight creasing after
the incubation in water for three months
(37°C, FIG.3a). The same effect of the
increase in the polymer surface rough-
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RYS. 5. Zmiany kata zwilzania materialow kom-
pozytowych i polimerowych w trakcie inkubacji
w warunkach in vitro (woda/37°C/3 miesiace).
FIG. 5. Changing of contact angle for composites
materials and polymer foil (in vitro condition:
water/37°C/3 months).
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RYS. 6. Zmiana wytrzymatosci folii polimerowej
(P) i kompozytu (KHAp) z wioknem weglowym
modyfikowanym HAp w trakcie inkubacji w wa-
runkach in vitro.

FIG. 6. Changing strength of polymer foil (P) and
composite material modified by bioactive carbon
fibres (KHAp) during incubation in in vitro condi-
tions (37°C/water/3 months).

ness can be observed in case of the UV-
irradiated polymer foil (PUV) after three-month incubation
(FIG.4a). Introduction the carbon fibers containing n-HAp
(KHAp) modifies the smooth surface of the foil, and as a
result, it imitates the fibers microstructure (FIG.3b). Degra-
dation of the composite surface (irregularities, roughness
increase, cracks) is stronger in case of the UV-irradiated
composite (KHApUV) (FIG.4b).

Surface investigations

Comparative incubation of the two polymer foils: initial
(P), and UV-irradiated (PUV) indicates, that the largest drop
in the wetting angle value (higher hydrophility) is observed in
case of the initial polymer foil surface (P) (FIG.5). Invariable
wettability of the PUV foil surface most probably is caused
by the inhibition of degradation process, or changes in the
process mechanism: from surface to bulk degradation. In
case of the composites with carbon fibers (KHAp, KHAp
UV), changes in the surface wettability are rather small
and independent from the surface modification with UV-ir-
radiation, and they are caused by increase in the surface
roughness.

Mechanical tests

Addition of carbon fibers into the polymer matrix does
not improve mechanical properties of the material (strain,
Young’s modulus, strength). The chosen volume fraction
of fibers (3% wg.) weakens the composite structure. The
carbon fibers act here as a weakening (defects-introducing)
phase. The incubation of the composite (KHAp) addition-
ally reduces its strength (FIG.6). Changes in the incubated
polymer foil (P) strength were not observed.

Conclusions

Introduction of the carbon fibers modified with HAp nano-
particles into the bioresorbable polymer matrix causes:
- changes in its surface characteristics i.e. fibers reduce
value of the wetting angle (the surface becomes more
hydrophilic)
- change in the surface topography (the surface roughness
increases)
- improvement of the material biocompatibility

Presence of the fibers containing nano-particles influenc-
es stability of the polymer material i.e. faster degradation of
the composite material comparing with the polymer foil.

UV-irradiation may lead to inhibition of the degradation
process of both, the polymer and the composite material.
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