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ANALIZA HOMOGENICZNOSCI DODATKU MODYFIKUJACEGO
W STOPIE POLIKAPROLAKTONU W OPARCIU O BADANIA
MIKROTOMOGRAFII KOMPUTEROWEJ

Streszczenie: W pracy przedstawiono metod¢ wykonania stopu polimeru, jako nowy sposdb
otrzymywania biomateriatéw kompozytowych, o osnowie polikaprolaktonu, modyfikowanych
bioaktywnymi i antybakteryjnymi czastkami. Przeprowadzono badania mikrotomografii
komputerowej, do oceny homogeniczno$ci dodatku modyfikujacego w objetosci probki,
w oparciu analiz¢ rozkladu i wielkosci wtracen. Wykazano bardziej jednorodny rozktad
analizowanych wtracen w stopie polimeru modyfikowanego dodatkami, w poréwnaniu
z wczesniejsza metoda otrzymywania podobnych materiatéw kompozytowych.

Stowa kluczowe: inzynieria tkankowa, PCL, grafen, HAp, uCT

MICRO-COMPUTED TOMOGRAPHY ANALYSIS OF
HOMOGENICITY OF THE MODIFYING ADDITIVE IN THE
POLYCAPROPLACTONE MELT

Summary: The papers presents the metod of manufacturing a polimer melt, as a new metod to
obtain composite biomaterials with a polycaprolactone matrix, modified with bioactive and
antibacterial particles. Micro-computed tomography tests was carried out to assess the
homogeneity location of the modifying additive in the sample volume, based on the analysis of
the distribution and size of inclusions. A more homogeneous distribution of the analyzed
inclusions in the polymer melt modified with additives was showed with the previous method
of obtaining similar composite materials.
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1. Wprowadzenie

Inzynieria tkankowa, jako interdyscyplinarna dziedzina nauki, aczy ze soba
wiedz¢ z zakresu nauk biologicznych, chemicznych, medycznych oraz nowoczesne;j
inzynierii biomateriatéw [1]. Zadania inzynierii tkankowej obejmuja poszukiwanie
metod szybkiej i skutecznej regeneracji uszkodzonych badz utraconych tkanek [2].
Jednym z elementéw triady inzynierii tkankowej sa podioza tkankowe inaczej zwane
rusztowaniami [3, 4]. W celu osiagnigcia skutecznej regeneracji, podlozom tym
stawiane sg okre§lone wymagania dotyczace: organizacji przestrzennej, porowatosci
[5], biomimetyczno$ci, biodegradacji [6], bioaktywnosci i biomateriatu z jakiego
zostaly wykonane [7, 8].

Jednym z biomaterialow, ktéry spelnia powyzsze wymagania jest polikaprolakton.
PCL nalezy do grupy biopolimeréw zatwierdzonych przez FDA, degraduje poprzez
hydrolize¢ wigzan estrowych w warunkach fizjologicznych, przez co zalecany jest do
implantacji [9]. Charakteryzuje go wysoka krystalicznos¢, biokompatybilnosé,
wytrzymalo$¢ mechaniczna, fatwos¢ przetwarzania oraz biodegradowalno$¢ [10, 11].
Z kolei takie wlasciwosci PCL jak, bioaktywnos¢, niewielka hydrofilowo$¢ czy czas
degradacji, mozna regulowaé poprzez wiaczanie czastek materiatéw bioaktywnych
[12]. Modyfikatorem moze by¢ Hydroskyapatyt (HAp), jako materiat bioceramiczny,
o wlasciwosciach osteindukcyjnych [13] oraz grafen, ktéry posiada wilasciwosci
antybakteryjne, a jego czastki z powodzeniem mozna osadzi¢ w matrycy polimerowe;j
[14].

Druk 3D nalezy do jednej z powszechnie stosowanych metod wytwarzania
rusztowan tkankowych [15]. Metoda ta daje mozliwo$¢ szybkiego otrzymywania
podtozy, przy niewielkich kosztach. Ponadto technologia druku przestrzennego
stwarza mozliwo$¢ indywidualnego dostosowywania rusztowan, zaréwno pod
wzgledem ksztattu jak i architektury wewnetrznej, a otrzymane wydruki sg precyzyjne
i powtarzalne [16, 17, 18, 19]. Technika FDM wykorzystuje termoplastyczne
filamenty, ktére komercyjnie przyjmujg posta¢ preta nawinietego na szpule [20].

Z uwagi na szereg wymagan stawianych biomaterialom stosowanym do
wytwarzania podtozy tkankowych, obecna oferta handlowa komercyjnie dostepnych
filamenéw jest ograniczona. W ramach poprzednich prac badawczych
zaproponowano wytworzenie podtozy tkankowych do regeneracji ubytkdw chrzastki
nosa, z wykorzystaniem metody druku przestrzennego (3D/FDM) i laboratoryjnie
wytworzonego filamentu, w formie sztyftow.

Wytworzenie innowacyjnego filamentu o osnowie polikaprolaktonu,
modyfikowanego bioaktywnymi i antybakteryjnymi czastkami, wymaga opracowania
metody otrzymywania biomaterialdw kompozytowych, z homogenicznie
rozmieszczonymi modyfikatorami.

W ramach poprzednich prac do wytworzenia filamentu, stosowano mieszanki,
ktére poddawane byty suchej homogenizacji w mieszadle mechanicznym przez okoto
20 minut, az do momentu réwnomiernego oblepienia proszkiem modyfikatora
granulek polimeru. Woéwczas homogenizacja polimeru odbywata si¢ jedynie
w §limakowym uktadzie uplastyczniajacym.

W ramach niniejszej pracy zaproponowano nowy sposOb otrzymywania
jednorodnego rozktadu czastek modyfikujacych o osnowie polimeru. Proces wtrysku
poprzedzono etapem przygotowaniu stopu polimeru i modyfikatora. Wyniki badan
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dotyczace analizy homogenicznosci otrzymanych biomateriatéw kompozytowych
przedstawiono w niniejszym opracowaniu.

Celem pracy jest analiza homogenicznego rozktadu dodatku modyfikujacego w
stopie PCL. Wytworzone probki oceniono przy pomocy mikrotomografii
komputerowej (uCT).

2. Materialy i metody

2.1 Materialy

Do przygotowania prébek wykorzystano polimer: poly-e-kaprolacton (PCL) w formie
granulek, o masie czasteczkowej 80 kDa (Sigma Aldrich), Hydroskyapat (HAp)
(AGH, Krakéw) oraz Grafen ptatkowy (GNP), w formie proszku (Sigma Aldrich,
Hiszpania). Do badan wykorzystano réwniez wcze$niej przygotowane sztyfty
filamentowe modyfikowane grafenem.

Do badan do$wiadczalnych przygotowano 3 rodzaje probek:

(1) sztyft PCL/graf - metoda wtrysku - (0,2 g GNP/40 g PCL),

(2) stop PCL/graf - stop mieszanki czystego granulatu PCL i grafenu - (0,2 g GNP/40
g PCL),

(3) stop PCL/graf+HAp - stop gotowego sztyftu PCL/Graf i Hydroksyapatytu
(0,1 g HAp/3 g PCL+graf).

Technologia wtrysku

Filament w formie sztyftéw zostal wytworzony w technologii wtrysku, przy uzyciu
w pelni hydraulicznej wtryskarki Babyplast 6/10P (Rambaldi Group). Temperatura
uplastyczniania dla polikaprolaktonu z dodatkiem grafenu wynosita 210°C.
Temperatura w dyszy wynosita 200°C. Warto$ci temperatury dobrano tak, aby
uzyska¢ odpowiednia ptynno$¢ mieszanki, umozliwiajaca jej wtryskiwanie do formy.

Stop polimeru

Stopy polimeru wykonano przy uzyciu tréjkomorowego urzadzenia do topienia
wosku Vario E (Renfert). Temperatura topnienia dla obu stopdw wynosita 110°C.
Kazdy ze stopé6w mieszano mechanicznie przez 1 minute, podgrzewano i ponownie
mieszano przez 1 minutg. Czynno$¢ powtarzano 5 razy dla kazdego ze stopow.

2. 2 Metody pomiarowe

W celu okre$lenia zawarto$ci wtracen grafenu i hydroksyapatytu, przeprowadzono
badania z uzyciem mikrotomografu komputerowego 1172 Skyscan, Bruker (Kontich,
Belgia). Ze wzgledu na r6zng geometri¢ badanych prdébek, parametry rejestracji
roznity si¢ migdzy sobg, a ich szczegdtowe wartoSci przedstawia Tabela 1. Badania
przeprowadzono w Katedrze Mechaniki Inzynierii Materialowej i Biomedycznej,
Wydziatu Mechanicznego Politechniki Wroctawskiej.
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Tabela 1. Porownanie geometrii probek poddanych badaniom z uZyciem
mikrotomografii, wraz z parametrami ich rejestracji

parametry prébek sztyft PCL/graf |stop PCL/graf |stop PCL/graf+HAp
ksztalt probki walec nieregularny nieregularny
wysokos¢ [mm] 47 31 44
szerokosé/srednica [mm] 1,7 14 24
objetos¢ [mm"3] 113,15 298,48 1791,59
rozdzielczos¢ [um] 6 10 13,5
parametry lampy 40kV/250puA 40kV/250pA 95kV/104pA

3. Wyniki i dyskusja

Filament oraz prébki stopéw przygotowanych do badan przedstawiono na Rys. 1.

l d

10 mm

Rysunek 1. Zdjecia makroskopowe wykonanych probek: A) sztyft PCL/graf; B) stop
PCL/graf; C) stop PCL/graf+HAp
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Pomiar warto$ci geometrycznych wtracen oraz ich zawarto$ci procentowej w probce
przeprowadzono na zrekonstruowanych, w programie NRecon, Bruker przekrojach.
W  programie CTAn przeprowadzono segmentacj¢, ktorej celem bylo
wyselekcjonowanie wtracen grafenu i hydroksyapatytu, co pozwolito na dalsza
analize¢ parametréw strukturalnych tych struktur. W Tabeli 2 przedstawiono
szczegbtowe wyniki parametréw opisujacych macierz PCL (zawarto$¢ objetosciowa
jak réwniez porowato$¢ matrycy PCL) oraz wtracenia grafenu i hydroksyapatytu.

Tabela 2. Porownanie wartosci zawartoSci procentowej wtrgcen oraz porowatosci
probek grup 1-3, uzyskane w pomiarach z uzyciem mikrotomografii komputerowej,
gdzie: Obj.V/TV - to zawartos¢ objetosciowa matrycy oraz wtrgcen w objetosci
probki; Po(tot) - to catkowita porowatos¢ probki z uwzglednieniem porowatosci
otwartej - Po(op) i porowatosci zamknietej - Po(cl), St. Th - to Sredni rozmiar wtrgcen

probka: sztyft PCL/graf stop PCL/graf stop PCL/graf+HAp
matryca

Obj.V/ITV [%] 70,8356 97,544 97,3067
Po(tot) [%] 29,1645 2,456 2,6933
Po(op) [%] 29,0489 0,5495 0,5720
Po(cl) [%] 0,1629 1,9169 2,1335
wirgcenia

Obj.V/ITV [%] 0,9571 0,0611 0,1337
St.Th [mm] 0,0337 0,0483 0,2784

Z danych przedstawionych w tabeli 2 wynika, ze zawarto$¢ polikaprolaktonu we
wszystkich probkach (Obj. V/TV) jest mniejsza niz 100%. Oznacza to, ze oprocz
matrycy w probkach wystepuja pory oraz wtracenia. We wszystkich probkach
wystepowata zarOwno porowato$¢ otwarta jak i zamknieta, ktére sktadajg si¢ na
porowato$¢ catkowitg. W sztyfcie ilo§¢ poréw otwartych (ok. 29%), wynika z procesu
otrzymywania i jest zwigzana z dostaniem si¢ powietrza podczas uplastyczniania
i wtryskiwania polimeru.

Na Rysunkach 2, 4, 6 przedstawiono zrekonstruowane obrazy prébek poddanych
badaniom z uzyciem mikrotomografii komputerowej, dodatkowo uwidaczniajac
analizowane wtracenia. Oprécz drobnych wtracen rozproszonych w catej objetosci
probek, zwlaszcza w przypadku sztyftu, widoczne sa réwniez wigksze aglomeraty
drobnych czastek. Natomiast w przypadku prébki 3 (PCL/graftHAp) mozna
zaobserwowac liczne wtracenia o wigkszych rozmiarach.

Badania z uzyciem mikrotomografii pozwolily przeprowadzi¢ pomiar wielkosci
geometrycznych wtracen grafenu w matrycy PCL oraz ich procentowy udziat
w objetosci PCL (Rysunek 3, 5, 7). W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze
rozmiar wtracen w prébce 1 zawiera si¢ w przedziale 0,005-0,219 [mm], a w prébce
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2 od 0,009-0,109 [mm]. W prébce 3 rozmiar wtracen posiada zakres 0,013-0,579

[mm].
® F)

Rysunek 2. Przyktadowa rekonstrukcja probki filamentu w formie sztyftu PCL/graf,
uzyskana z uzyciem mikrotomografii komputerowej: A) przekroje probki
w plaszczyznach: czofowej, poprzecznej oraz strzatkowej; B) widok catej probki;
C-D) zdjecia wtrgcen wypetniajqcych sztyft PCL/graf

W sztyft PCL/graf

procentowy udziat w prébce [%]

rozmiar wtracen St.Th [mm]

Rysunek 3. Procentowy udziat wtrgcen grafenu w matrycy PCL, w probce nr 1



Analiza homogenicznosci dodatku modyfikujgcego w stopie ... 413

T
"

Rysunek 4. Przyktadowa rekonstrukcja stopu mieszanki czystego granulatu
i grafenu, uzyskana z uzyciem mikrotomografii komputerowej: A) przekroje probki w
plaszczyznach: czotowej, poprzecznej oraz strzatkowej; B) widok
z zewngtrz catej probki; C-D) zdjecia wtrgcen wypetniajgcych stop PCL/graf

I stop PCL/graf

procentowy udziat w prébce [%]

rozmiar wtracen St.Th [mm]

Rysunek 5. Procentowy udziat wtrgcen grafenu w matrycy PCL, w prébce nr 2

Rysunek 6. Przyktadowa rekonstrukcja stopu gotowego sztyftu PCL/graf
i hydroksyapatytu, uzyskana z uzyciem mikrotomografii komputerowej:
A) przekroje probki w plaszczyznach: czotowej, poprzecznej oraz strzatkowej; B)
widok z zewngtrz catej probki; C-D) zdjecia wtrqcen wypetniajgcych stop
PCL/graf+HAp
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Rysunek 7. Procentowy udziat wtrgcen grafenu w matrycy PCL, w probce nr 3

Analizujac wzgledem siebie otrzymane histogramy, przedstawiajace procentowy
udzial wtracen grafenu w matrycy PCL, dla prébek 112 (sztyftu PCL/graf oraz stopu
PCL/graf) o okre$lonej geometrii, mozna zaobserwowac, ze probka 2 (stop PCL/graf)
charakteryzuje si¢ bardziej jednorodnym rozktadem, z punktu widzenia $redniej
wartosci $rednicy analizowanych wtracen. Rozmiar wtracen w probce 2 zawiera si¢
w przedziale 0,009-0,109 [mm], a az 74% wszystkich wtracen posiada rozmiar
z zakresu 0,029 -0,069 [mm]. W otrzymanych wynikach dla tej prébki wykazano
réwniez, catkowity brak wtracen o wigkszej geometrii, powyzej 0,109 [mm].

4. Whnioski

Z wstgpnych badan przeprowadzonych przy wykorzystaniu mikrotomografii
komputerowej wynika, ze najbardziej jednorodny rozklad wtracen (dodatkow)
otrzymano dla stopu PCL/graf po wcze$niejszym kilkuetapowym procesie zmieszania
i stopieniu sktadnikéw w temperaturze 110°C. W oparciu o wstgpne doswiadczenia
mozna wnioskowaé, ze zaproponowany w ramach niniejszej pracy sposob
przygotowania probek do dalszych etapéw przetworstwa wtryskowego umozliwi
otrzymywanie homogenicznych sztyftéw (filamentéw do druku 3D), wykazujacych
jednorodny rozktad czastek modyfikujacych w osnowie polimeru. Niemniej jednak,
aby mdc potwierdzi¢ efekty niniejszej pracy konieczne jest w ramach dalszych prac
przygotowanie granulatu z wykonanych stopdw oraz przeprowadzenie dodatkowych
badaf uCT na ksztattkach otrzymanych przy wykorzystaniu wtryskarki.
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Otrzymanie jednorodnego rozktadu wtracen w ksztattkach/sztyftach otrzymywanych
metoda wtrysku ma istotne znaczenie dla wlasciwosci fizykochemicznych
otrzymywanych z nich w nast¢pnym etapie (metoda druku 3D) biomateriatow.
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