Chemical Technology & Biotechnology, 2024, pp. 102-108

Bioceramika z fosforanu(V) wapnia o hierarchicznej budowie porow
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Streszczenie: Obecnie najbardziej badanymi materiatami porowatej ceramiki resorbowalnej w zakresie
regeneracji tkanki kostnej oraz jako rusztowania w inzynierii tkankowej sa: ortofosforan(V) wapnia Cas(POa),
oraz hydroksyapatyt Caio(PO4)s(OH).. W tej pracy wytworzono piankowag ceramike z fosforanu (V) wapnia
metodg spieniania zawiesiny przy uzyciu agarozy jako s$rodka zelujacego. Spienianie przeprowadzono
w temperaturze 60°C, a nastepnie transformacje pianek ze stanu cieklego do stanu zzelowanego poprzez ich
schtodzenie do 15°C. Po procesie spiekania (T=1100°C, t=2h) wyznaczono podstawowe wiasciwosci fizyczne
pianki i przeprowadzono obserwacje morfologiczne przy uzyciu skaningowej mikroskopii elektronowej. Pianka
wykazywala hierarchiczng budowe¢ poréw, tzn. kuliste makropory o $rednicy od 250 do 800 um, potaczenia
miedzy makroporami (tzw. okna) o $rednicy w zakresie od 30 do 350 pum, a takze mikropory wystepujace
w szkielecie ceramicznym o $rednicy od ponizej 1 do okoto 3 pum. Taka budowa umozliwia dobre warunki do
wrostu tkanki kostnej do wnetrza implantu.

Stowa kluczowe: bioceramika, porowato$¢, zelowanie spienionej zawiesiny, Caz(POa)..

Wstep

Biomaterialy ceramiczne ze wzgledu na odpowiedz organizmu podzielone sg na biomaterialy obojetne,
biomaterialy o powierzchni aktywnej oraz biomaterialy resorbowalne. Implantowanie ceramiki resorbowalnej
w miejscach defektu tkankowego, prowadzi do wywolania proceséw biologicznych i chemicznych w wyniku
interakcji materialu ceramicznego i zywych komoérek wspomagajacych regeneracje tkanki. Jony uwalniane
z bioceramiki, miedzy innymi fosfor czy wapn, odgrywaja wazng role podczas regulacji migracji oraz
roéznicowania osteoblastow podczas tworzenia kosci w warunkach in vivo [1-4].

Pod wzgledem wypetnienia przestrzeni w materiale, biomaterialy ceramiczne mozna podzieli¢ na materiaty
geste 1 materiaty porowate. Materiaty porowate zawieraja puste przestrzenie czyli pory, do ktorych przy spelnieniu
odpowiednich warunkoéw mozliwy jest wrost tkanki kostnej, co zapewnia bardzo dobra stabilno$¢ mechaniczng
implantu. Porowate biomateriaty ceramiczne znalazty zastosowanie jako implanty do rekonstrukcji tkanki kostnej,
nosniki lekow w terapii celowanej, a takze jako rusztowania w inzynierii tkankowej. W zalezno$ci od obszaru
aplikacji porowate biomateriaty ceramiczne muszg spetnia¢ wymagania odno$nie wymiaréw pordw i wymiarow
potaczen miedzy nimi. Wymiary te decydujg o przenikaniu tkanki do wnetrza implantu i jej mineralizacji,
co umozliwia dobre i trwale potaczenie implantu z ko$cig. Przyjmuje si¢ obecnie, ze optymalne przerastanie tkanka
kostng wykazujg implanty o rozmiarze porow w zakresie 100-500 um i rozmiarze polgczen miedzy nimi powyzej
50 um [5]. Obecnie najbardziej badanymi materiatami porowatej ceramiki resorbowalnej w zakresie regeneracji
tkanki kostnej oraz jako rusztowania w inzynierii tkankowej sa: ortofosforan (V) wapnia [Cas(PO4)2] 0 odmianie
polimorficznej B — oznaczany skrotowo symbolem B-TCP oraz hydroksyapatyt [Caio(PO4)s(OH).] — oznaczany
symbolem HAP [4-9]. Chociaz, B-TCP i HAP majg zar6wno wlasciwosci biokompatybilne i osteokondukeyjne,
to B-TCP jest szybciej resorbowalny, co wskazuje, ze moze wchodzi¢ w interakcje z tkankami twardymi. Ta wazna
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cecha sprawia, ze B-TCP jest interesujacym materiatem do produkcji czasowych rusztowan ktore ulegaja
degradacji wraz z postepujacym wzrostem ko$ci, umozliwiajac w ten sposob jej regeneracje [9].

Obecnie istnieje wiele réznych technologii wytwarzania bioceramicznych tworzyw porowatych.
Najwazniejsze z nich to: metoda odwzorowania porowatej matrycy, metoda zelowania spienionej zawiesiny oraz
metoda druku bezposredniego.

Metoda odwzorowania porowatej matrycy polega na odwzorowaniu w materiale ceramicznym budowy innych
materialow porowatych [10]. NajczeSciej stosuje sie odwzorowanie porowatych matryc organicznych. Masg
ceramiczng osadza si¢ na przygotowanej matrycy wykonanej z najczesciej z gabki poliuretanowej. Po wysuszeniu
podloze polimerowe jest wypalane, a osadzona masa ceramiczna przyjmuje ksztatt podioza. Metoda ta mozna
wytwarza¢ materialy o duzej porowato$ci — nawet powyzej 95% i duzych rozmiarach porow — do kilku
milimetréw. Zaleta metody odwzorowania jest mozliwos$¢ kontroli rozmiardw porow przez uzycie odpowiednich
rodzajow matryc organicznych. Wadg, natomiast sg pustki w szkielecie ceramicznym, powstate na skutek
wypalenia podtoza polimerowego, co obniza wytrzymato$¢ mechaniczng ksztattki.

Zelowanie spienionej zawiesiny umozliwia wytworzenie ceramiki o duzej porowatosci od 60 do 95%,
W przewazajacym stopniu otwartej [11-12]. Ceramika ta charakteryzuje si¢ budowa komérkowa. Komorki pianki
w ksztatcie kulistym o $rednicy rzedu kilkuset mikrometrow potaczone sa ze soba porami przelotowymi
tzw. ,,0knami” o $rednicy od kilkunastu do stu kilkudziesieciu mikrometrow. Szkielet utrzymujacy $cianki
komorek pianki jest zbudowany z zageszczonej fazy ceramicznej. Takiej budowy nie wykazuja pianki ceramiczne
wytwarzane dotychczas najbardziej rozpowszechniong metoda, ktorg jest odwzorowanie porowatej matrycy
organicznej. Sposob potgczenia komorek pianek sprawia, ze wytrzymalo$¢ na zginanie i $Sciskanie ceramiki
porowatej otrzymanej metoda Zelowania spienionej zawiesiny jest kilkakrotnie wigksza w pordwnaniu z ceramika
wytworzong metodag odwzorowania porowatej matrycy. Sama istota metody zelowania spienionej zawiesiny
sprowadza si¢ do sporzadzenia zawiesiny ceramicznej, ktéra oprocz swoich podstawowych sktadnikow takich jak:
woda, uptynniacz i proszek ceramiczny zawiera dodatkowo $rodki spieniajace i $rodki zelujace. Srodki spieniajace
zmniejszajg napiccie powierzchniowe na granicy miedzyfazowej ciecz/gaz, umozliwiajagc wytworzenie piany
podczas mechanicznego dyspergowania gazu w zawiesinie. Natomiast srodki zelujace utrwalaja strukture piany
przez wytworzenie sprezystego hydrozelu w fazie cieklej oddzielajacej pecherzyki gazu. Kolejne etapy
technologiczne to suszenie, wypalanie spoiwa organicznego i spiekanie.

Metoda druku bezposredniego - zaleta tej techniki jest mozliwo$¢ odtworzenia zaprojektowanego
wczesniej cyfrowego modelu przy pomocy sterowanej cyfrowo maszyny - drukarki 3D, formujac go warstwa po
warstwie [13-14]. Umozliwia to ksztaltowanie skomplikowanych struktur gestych lub porowatych, ktore
w maksymalnym stopniu spetniajg wymagania projektantéw. Ponadto metoda druku bezposredniego jest jednym
z najlepszych sposobow wytwarzania zindywidualizowanych implantow do odbudowy i regeneracji tkanki
kostnej, gdyz umozliwia wykonywanie wszczepdw kostnych dla pacjentdow na podstawie obrazowania
tomograficznego lub rezonansu magnetycznego. Pozwala to niemal idealnie dopasowaé ksztattke dla potrzeb
indywidualnego pacjenta. Istota ksztattowania przyrostowego w przypadku materialdw ceramicznych sprowadza
si¢ do zaprojektowania modelu komputerowego ksztattki, sporzadzenia masy ceramicznej wraz z dodatkami
organicznymi modyfikujacymi parametry reologiczne i wykonania ksztaltki za pomocg drukarki 3D. Kolejne
etapy to suszenie, wypalenie dodatkéw organicznych i spiekanie.

Celem niniejszej pracy jest wytworzenie i charakterystyka porowatej ceramiki z fosforanu(V) wapnia
0 hierarchicznej budowie porow metoda zelowania spienionej zawiesiny przy uzyciu agarozy jako $rodka
zelujacego. Metodg zelowania spienionej zawiesiny wybrano ze wzgledu na fakt, iz wedtug Jones’a i Hench’a [15]
morfologia bioceramiki wytworzonej tg technikg przypomina morfologie naturalnej ko$ci ggbczastej. Jako $rodek
zelujacy wybrano agaroze, gdyz ten przyjazny dla §rodowiska biopolimer tworzy mocne hydrozele fizyczne
w wyniku przej$¢ konformacyjnych podczas ochtadzania uktadu w temperaturze ok. 37°C, co umozliwig
utrzymanie cig¢zaru $cianek pianki.

Materialy i metodyka badan

Do badan uzyto proszku Cas(PO4). produkcji Merck. Powierzchnia wlasciwa proszku byla rowna 12,8 m?/g,
natomiast $rednia wielko$¢ ziarna wynosita 0,81 um. Jako uptynniacza uzyto poliakrylanu sodowego, o nazwie
handlowej Darvan 811 (R.T. Vanderbilt Company Inc. USA) w ilosci 0,65% mas. substancji aktywnej na mas¢
proszku ceramicznego. Jako $rodek zelujacy zastosowano agaroz¢ (MEEO Ultra-Qualitaet, Roth). Do spieniania
zawiesin uzyto surfaktantow o nazwie handlowej Tergitol TMN-10 produkcji Fluka i Simulsol SL-26 produkcji
Seppic.

Wodne zawiesiny Cas(POas)2 o stezeniu 40% obj. sporzadzono w planetarnym mitynie Kulowym.
Po wprowadzeniu do wody z uptynniaczem catej porcji proszku ceramicznego mieszanie kontynuowano przez
okres 1h przy predkosci obrotowej 250 RPM. Wodne roztwory agarozy sporzadzono przez jej rozpuszczenie
w temperaturze 95°C. Wodne zawiesiny ceramiczne z agaroza sporzadzono przez podgrzanie zawiesiny Caz(PO.),
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do temperatury 60°C, nastgpnie dodano roztwor agarozy o tej samej temperaturze i zawiesing doktadnie mieszano
w uszczelnionym naczyniu w celu niedopuszczenia do odparowania wody. I1o$¢ dodanego roztworu agarozy byta
tak dobrana, aby koncowe stezenie biopolimeru w zawiesinie wynosito 1,5 % mas. na faz¢ ciekta. W celu
spienienia zawiesiny ceramicznej wprowadzono $rodki powierzchniowo-czynne w ilosci kilku kropel (Tergitol
TMN-10 i Simulsol SL-26), a nastepnie zawiesing spieniano szybkoobrotowym mikserem W naczyniu
umieszczonym w lazni wodnej o temperaturze 60°C. Spieniong zawiesing przelewano do form z tworzywa
sztucznego chtodzonych zimng woda (T=15°C), tak aby Zelowanie nastgpito szybko w celu niedopuszczenia do
zapadnigcia si¢ piany. Po procesie zelowania probki suszono w temperaturze pokojowej, a nastgpnie w 80°C.
Po procesie suszenia z ksztaltki ceramiki B-TCP wycieto mniejsze probki o wymiarach ok. 12x12x25 mm3, ktére
nastepnie spiekano w temperaturze 1100°C przez 2h. Po procesie spiekania wyznaczono gesto$¢ pozorng
i porowato$¢ otwarta, przeprowadzono obserwacje mikrostruktury porowatych spiekéw oraz wyznaczono
wytrzymato$¢ na $ciskanie.

Mikrostruktur¢ porowatej ceramik B-TCP okreslono przy uzyciu skaningowej mikroskopii elektronowej
(SEM) przy uzyciu mikroskopu Jeol JSM — 550 LV na podstawie obserwacji przetomoéw wybranych losowo
porowatych probek. Rozktad wielkosci komorek pianki i okien w §ciankach komoérek pianki okreslono analizg
obrazu z wybranych losowo dziesigciu obszarow zajetych tacznie przez minimum 50 komoérek. Metoda analizy
obrazu okreslono takze rozktad wielkosci mikroporéw w szkielecie ceramicznym. Gesto$¢ pozorng i porowato$é
otwartg otrzymanych probek oznaczono metods wazenia hydrostatycznego. Za warto$¢ porowatosci otwartej
i gestosci pozornej przyjmowano srednig z pieciu probek. Gestos¢ rzeczywista sproszkowanych pianek Caz(POa)2
wyznaczono w piknometrze helowym (Accu Pyc 1330). Porowato$¢ catkowita wyliczono w oparciu o wyznaczone
warto$ci gestosci rzeczywistej i pozornej. Wytrzymato$¢ na $ciskanie ksztattek z ceramik fosforanowo-wapniowej
okreslono na maszynie wytrzymatosciowej Instron 3345. Szybkos$¢ przesuwu glowicy wynosita 0,5 mm/min.
Za warto$¢ wytrzymalosci przyjmowano $rednig z minimum pigciu probek.

Wynik badan i dyskusja

W tabeli 1 zestawiono wartosci gestosSci rzeczywistej szkieletu ceramicznego oraz gestosci pozornej,
porowatosci otwartej i catkowitej pianek ceramiki B-TCP. Ksztattki charakteryzowaty sie wysokim udziatem
objetosciowym porow otwartych, na poziomie 86%, a roznica pomigdzy porowatoscia catkowita i otwarta
stanowita mniej niz 1%. Wysoka porowato$¢ otwarta, a takze odpowiednie rozmiary poréw sa wymagane dla
implantow przeznaczonych do rekonstrukeji tkanki kostne;.

Tabela 1. Gesto$¢ rzeczywista i pozorna, porowato$¢ otwarta i catkowita pianek ceramiki B-TCP.

Table 1. Real and apparent density, open and total porosity of the B-TCP ceramic foam.

Ggstos_c . Gestos¢ wzgledna Porowatos$¢ Porowatos¢
rzeczywista Gestos¢ pozorna o > - .
- 3 % gestosci otwarta calkowita
szkieletu g/lcm - . .
3 rzeczywistej % obj. % obj.
g/cm
3,04+ 0,01 0,39+ 0,02 129+0,1 86,2+ 0,4 87,1+0,4

Na rys.1 pokazano obraz mikrostruktury porowatej pianki ceramicznej. Charakteryzuje ja hierarchiczna
budowa porow — wystepowanie kulistych makroporow (komorek pianki) o $rednicy rzedu kilkuset mikrometrow
polaczonych ze soba porami przelotowymi (tzw. oknami) o $rednicy od kilkunastu do stu kilkudziesigciu
mikrometrow, usytuowanych we wspolnych $ciankach komorek pianki (rys. 1a), a takze mikropory o rozmiarach
od kilku dziesigtych do kilku mikrometréw usytuowane w szkielecie ceramicznym (rys.1b).
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Rys. 1.Mikrostruktura piankowej ceramiki fosforanowo - wapniowej: (a) makropory i potgczenia miedzy
makroporami, (b) mikropory w szkielecie ceramicznym.

Fig. 1. Microstructure of the calcium — phosphate foams: (a) macropores and connectons between macropores,
(b) micropores in the ceramic skeleton.

Na rys. 2 pokazano rozktad srednic zastepczych makroporéw, zwanych takze komorkami pianki. Srednice
zastepcze komorek zawarte sag w przedziale od 250 do 800 pm z populacja dominujaca w zakresie 400 — 450 pm.
Natomiast $rednice zastepcze polagczen miedzy makroporami (tzw. okien) zawarte sa w przedziale od 30 do
355 um z populacja dominujaca w zakresie 105 — 155 pm (rys.3). Wedtug danych literaturowych optymalne
przerastanie tkanka kostng wykazuja materiaty o §rednicach zastgpczych makroporow w zakresie 100 - 500 pm
[5]. Innym waznym czynnikiem s3 $rednice zastgpcze okien migdzy potaczonymi komérkami, gdyz zbyt mate
potaczenia moga zapobiegaé osteokondukcji przez strukture rusztowania. Optymalny rozmiar okien powinien
wynosi¢ powyzej 50 um [5]. Otrzymane w tej pracy S$rednice makroporow oraz $rednice potgczen miedzy
makroporami pod wzgledem geometrycznym speiniajg ww. wymagania (rys. 2 i 3). Drugim, obok makroporow
czynnikiem wspomagajacym przerost tkanki kostnej sg mikropory. Obecnie przyjmuje si¢, ze mikropory
usytuowane w szkielecie ceramicznym stanowig miejsca adsorpcji biatek i przyspieszaja uwalnianie produktéw
degradacji, co utatwia interakcje miedzy szkieletem ceramicznym a komoérkami kostnymi. Ponadto, sity kapilarne
generowana przez mikropory moga poprawié¢ przyczepno$¢ komorek zwigzanych z koscia na powierzchni [16-18].
Otrzymane w tej pracy mikropory charakteryzuja si¢ $rednicami zastepczymi od ponizej 1 do okoto 3 pm (rys. 1b).

Wielkos¢ komaérek (makroporow)

|r|||1|HH

S H S P S Sp P
G gl @ @ «@' @'

Srednica zastepcza [um]

20
18
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Rys. 2.Rozktad rozmiar6w $rednicy komorki w piance fosforanowo -wapniowej o porowatosci catkowitej 87%.

Fig. 2. Cell size distribution for the calcium phosphate foam having total porosity of 87%.
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Rys. 3.Rozklad rozmiaréw $rednicy zastepczej potaczen miedzy komoérkami pianki (tzw. ,,okien”) ceramiki
fosforanowo — wapniowej o porowatosci catkowitej 87%.

Fig. 3. Window size distribution for the calcium phosphate foam having total porosity of 87%.

Porowaty B-TCP charakteryzuje si¢ matg wytrzymalo$cig mechaniczng, w zwigzku z tym nie nadaje si¢ na
implanty w miejscach silnie obcigzonych [19]. Przeprowadzone w tej pracy badania wytrzymatosci na §ciskanie
pianek fosforanowo — wapniowych wykazaty, Zze materialy te, podobnie jak inne ceramiczne materiaty
komoérkowe, charakteryzuje wystgpowanie trzech stref na krzywej naprezenie $ciskajace—odksztatcenie (rys. 4).
Przy niewielkich naprezeniach pianka odksztalcala si¢ w sposob sprezysty (rys. 4, strefa A). Zwigkszenie
naprezenia do okreslonej wartosci powodowato stopniowe pekanie komoérek (rys. 5.34, strefa B), ale
nierozchodzace si¢ w sposob katastroficzny, jak przy gestych materiatach ceramicznych. Pekanie komorek
zachodzito przy niewielkich zmianach wartosci naprgzenia. Powtarzajacy sie niewielki wzrost i spadek naprezenia
w strefie B odpowiadat kruszeniu $cianek komorek w poszczegolnych warstwach pianki. Nastepnie wystepowat
obszar zageszczania powodujacy niszczenie pianki wskutek kruchego pekania (rys. 4, strefa C). Otrzymana
warto$¢ wytrzymatosci na $ciskanie pianki fosforanowo - wapniowej wynoszaca 0,5+0,1 MPa jest typowa dla
wysokoporowatej ceramiki B-TCP [20].
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Rys.4. Krzywa naprezenie $ciskajace — odksztalcenie dla pianki fosforanowo — wapniowej 0 porowatosci
catkowitej 87%.

Fig. 4. Compression stress — strain curve of the calcium — phosphate foam having total porosity of 87%.
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Przed zastosowaniem jako implanty wytworzone porowate ksztattki ceramiki fosforanowo—wapniowej
wymagajg oceny biologicznej in vitro i in vivo.

Podsumowanie i wnioski

W pracy wytworzono piankowa ceramike z fosforanu (V) wapnia 0 porowatosci catkowitej 87% metoda
zelowania spienionej zawiesiny przy uzyciu agarozy jako $rodka zelujacego. Material ten charakteryzowatl si¢
hierarchiczng budowag poréw, tzn. wystgpowaniem kulistych makroporéw, potaczen migdzy makroporami
(tzw. ,,oknami”) oraz mikroporami obecnymi w szkielecie ceramicznym.

Srednice zastepcze komérek zawarte byly w przedziale od 250 do 800 um z populacja dominujaca w zakresie
400 — 450 pm.

Srednice zastepcze polaczen migdzy makroporami (tzw. okien) zawarte s3 w przedziale od 30 do 355 pum
z populacja dominujacg w zakresie 105 — 155 pm.

Mikropory wystepujace w szkielecie ceramicznym charakteryzowaly si¢ Srednicami zastgpczymi od ponizej
1 do okoto 3 pm.

Wytrzymatos$¢ na $ciskanie pianki fosforanowo — wapniowej wynosita 0,5 MPa.

Podziekowanie

Praca realizowana w ramach funduszu UPB Politechniki Rzeszowskiej nr.: PB25.CM.24.0021.
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Calcium phosphate ceramics having hierarchical pore structure

Summary: Currently, the most studied materials of porous resorbable ceramics in the field of bone tissue
regeneration and as scaffolds in tissue engineering are calcium orthophosphate Cas(PO4). and hydroxyapatite
Caio(PO4)s(OH).. In this work, ceramic foams were produced from calcium phosphate by gel-casting of foams
method using agarose as a gelling agent. Foaming was carried out at 60°C, followed by the transformation of the
foams from the liquid state to the gelled state by cooling them to 15°C. After the sintering process (T = 1100°C,
t = 2h), the basic physical properties of the foam were determined and morphological observations were made
using scanning electron microscopy. The foam exhibited a hierarchical pore structure, i.e., spherical macropores
with diameters ranging from 250 to 800 um, interconnections between macropores (so-called “windows”) with
diameters in the rage of 30 - 350 um, and micropores in the ceramic Skeleton with diameters ranging from less
than 1 to about 3 um. This structure allows good conditions for bone tissue to grow into the implant.

Key words: bioceramics, porosity, gel-casting of foams, Caz(POa)..
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