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FOR BIOMEDICAL APPLICATIONS

Ewa StoboLAK-ZYCH'*, MALGORZATA CHMIELEWSKA?Z,
PioTR JELEN®
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DEPARTMENT OF BIOMATERIALS,
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2 AGH UNIVERSITY OF SCIENCE AND TECHNOLOGY,
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CoMPUTER SCIENCE AND BIOMEDICAL ENGINEERING,
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3 AGH UNIVERSITY OF SCIENCE AND TECHNOLOGY,
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DEPARTMENT OF SILICATES CHEMISTRY,

AL. Mickiewicza 30, 30-059 Krakow

* E-MAIL: STODOLAK@AGH.EDU.PL

Abstract

The aim of this work was to examine composite
membranes obtained by means of phase inversion
from a synthetic stable polymer — polyvinylidene
difluoride (PVDF). The piezoelectric polymer was
modified with 0.5-1wt% addition of commercial carbon
fillers: graphite oxide (GO, 1wt%), multiwalled carbon
nanotubes (CNT, 1wt%) and functionalized nanotu-
bes (CNT-COOH, 0.5wt%). The membranes were
obtained by solidification of nanocomposite solutions
in coagulation bath (CH,OH). The obtained series
of materials differed in surface porosity (P), electric
conductivity (o) and surface free energy (SFE). It was
proved that presence of carbon nanoadditive influen-
ced microstructure of the membranes: the mean size
of pores in the membrane rose in the following order:
GO—CNT—CNT-COOH. The very same system de-
picted the influence of the filler on the membrane stru-
cture: the increase in membrane crystallinity (A) and
the B phase share (FT Raman). From all the examined
nanocomposite systems, the PVDF modified with
0.5wt% CNT-COOH displayed the most advantageous
electric properties. These nanocomposite membrane
(PVDF/CNT-COOH) could be used as a low-voltage
electrodes in biomedical application. Yet, taking into
account the other physicochemical, mechanical and
structural properties, the membranes modified with

1wt% CNT and 1wt% GO were also interesting.

Keywords: porous membranes, carbon fillers,
polyvinylidene difluoride (PVDF), conductive, phase

inversion

[Engineering of Biomaterials 139 (2017) 2-7]

Introduction

The use of polymer conductive composites and na-
nocomposites based on carbon (nanofillers (like carbon
nanotube-CNT, graphite-GO, graphene-GR, carbon fiber-
CNF etc.) was found to be greater in many electrical (i.e.
sensors, actuators and transducers), biomedical (i.e. artifi-
cial muscles, drug release) and engineering elements (i.e.
ferroelectric random access memory) [1-5]. Different form of
carbon (nanofiller enhance the electrical conductivity, me-
chanical properties, and electromagnetic interference (EMI)
shielding effectiveness of the composites [4-9]. When the
carbon fillers into polymer matrix approaches the percolation
threshold, the dielectric constant of composites can dramati-
cally increase. The literature shows that direct connection
between carbon fillers are a guarantee of microcapacitor
network and strengthen the interfacial bonding between
carbon fillers and polymer matrix [10-11]. On the other hand,
the nanofiller plays a role of a nucleation center increasing
an amount of crystalline structures within the polymer matrix.
For this reason poly(vinylidene fluoride) (PVDF) and (nano)
composites based on PVDF show advantageous proper-
ties suitable for biomedical and engineering applications
[12-14]. Some of the authors reported that electrical thresh-
old was determined by 1.2wt% MWNT into polymer matrix
(PVDF) whereas the rheological percolation threshold was
about 0.9-1.0wt% MWNT [15]. Chiu et al. showed that gra-
phene sheets incorporated into PVDF/PMMA blends were
characterized by good dispersion and high crystallization
degree, similar to PVDF/PMMA nanocomposites modified
with organoclay [16-18]. The results suggested that carbon
nandfillers in PVDF have synergetic effect; their presence
changes conductivity of the nanocomposite (if dispersion
and nanoparticules amount guarantee to exceed the perco-
lation threshold) and stimulates polymorphic forms (i.e. a,
of PVDF) which influence electrical properties of the system
(PVDF/carbon nanoform). These effects are interesting for
biomedical engineering particularly for biomaterials, which
can be used for implants manufacturing. More and more
frequently neurology and neurosurgery employ materials
that facilitate nerve regeneration processes and restoration
of proper nerve conductivity. In the case of peripheral nerve
damage that exceeds critical loss the materials known from
guided bone regeneration techniques are used [19,20].
These are usually aliphatic polyesters (PLA, PCL, PGLA
and their co-polymers) of a defined degradation time. They
are applied to provide the regenerating tissue with a proper
environment. These materials may be scaffolds themselves
(cases, tubes), facilitating the directional guidance of nerve
growth, or they may fill the tissue loss (as a gel injected to
improve cell growth and adhesion) [21]. Some of the bio-
materials are available as implants on the medical market,
e.g. Neurolac and NeuroGen.

The other group of promising materials are hydrogels.
They are insoluble hydrophilic polymers with high level of
swelling and cell-like mechanical properties used to fill re-
sorbable cases or to fill the tissue loss on their own [22,23].
Chitosan, alginate, collagen and hyaluronan belong to this
group. The latter material is applied in the form of a gel in
microsurgical reconstructions of peripheral nerves and it is
called Hyloglide [24]. Another challenging task for biomateri-
als application in neurosurgery is to facilitate nerve regenera-
tion (axons) using electro-stimulation. Gordon et al. proved
that short electrical stimulation with low-frequency (20 Hz for
1 h) accelerates the axon growth after the nerve cut [25,26].
It was shown that electro-stimulation modulates changes
after the damage: it blocks the setback of transporting sig-
nal, resulting in acceleration of regenerative processes [27].
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In other works it was also stated that during additional
electro-stimulation Schwann cells increase the speed
of conducting the action potential down the nerve [26].
In order to fulfil such tasks only conductive biomaterials that
are both biocompatible and stable during electro-stimulation
can be used [25]. Among materials that meet the require-
ments there are composites, nanocomposites and inert
conductive materials (e.g. polyaniline PANI). Enriching the
polymer matrix with a certain amount of a conductive modi-
fier may lead to temporary or partial electric conductivity, that
is why the frequent additives are carbon nanotubes (CNT).
Even though their biocompatibility is a controversial issue
- when closed in the matrix - CNTs may be a replacement
for e.g. PANI.

The last group of materials applied in neurosurgery are
substrates used for in vitro cultures of nerve cells. In these
cases biomaterials must be endowed with such properties
that will imitate or guarantee the environment similar to
extracellular matrix (ECM) [22,28-30]. Both resorbable and
inert materials (PVDF) are used here, providing they enable
chemical and biological surface modifications which facilitate
the growth and proliferation of nerve cells [29,30]. Based
on the presented literature data, the aim of this study is to
examine whether a system of an inert fluoropolymer (PVDF)
modified with carbon fillers (CNT, CNT-COOH and GO) is
a potential material for neurosurgical applications. A series
of nanocomposite membranes were produced by means of
the phase inversion method, using methanol as a coagu-
lant. The obtained porous systems were tested to establish
their mechanical, physicochemical and electric properties.
The impact of nanoadditives on the structure and micro-
structure of the materials was also assessed.

Materials and Methods

Commercially available polymer - polyvinylidene dif-
luoride (PVDF) of molecular weight 80 kDa and density
1.18 g/cm?® (Sigma-Aldrich) was used. The matrix modifiers
were: multiwalled carbon nanotubes - CNT (NanoAmor, US)
and nanotubes modified with COOH groups (NanoAmor, US).
The third carbon additive used in the study was graphene
oxide (Graphen Market, Germany). The properties of the
materials essential for this work are presented in TABLE 1.
N,N-Dimethylmethanamide (DMF, Avantor) was applied
as a solvent, while methanol (CH;OH, Avantor) was used
as a solidifier.

Homogenous solution of polymer PVDF:DMF (1:4)
was obtained through 24-hour mixing at the tempera-
ture of 60°C at the first stage of the study. The additives
were homogenized in DMF by means of ultrasounds
(1 min / 20 Hz). Afterwards, the polymer was combined
with the mixture and again dispersed with ultrasounds
(2 min / 60 Hz). The mixture was distributed on the
glass plate fixed in the device (doctor blade system).

The preliminary evaporation took place in a vacuum chamber
(50°C, pressure 0.5 atm), then the substrate with the poly-
mer film was transferred into a coagulation bath (methanol,
21°C). The thickness of the membranes was 150-180 pm.
The microstructure of the membranes was observed us-
ing scanning electron microscope (Nova NanoSEM, FEI).
Thanks to this technique the surface porosity and the mean
size of pores were also assessed. The water contact angle
(©) and surface free energy (SFE) were established using
the goniometer DSA 10 Kruss. The electric conductivity as-
say was based on establishing the resistivity value of the
tested membrane (Ohm'’s law) and dependence of resistivity
(R) and electric conductivity (o), using the universal digital
multimeter (Fluke 177). The crystallinity of the materials
was assessed upon the analysis of DSC curves (Netsch
STA 449 F3) in the temperature range 25-600°C (protective
atmosphere: nitrogen). The impact of modifying additives
on the behaviour of the polymer chain was established by
means of FT Raman spectroscopy (FTS 300 Excalibur,
BioRad), applying the helium-neon laser of the 543.5 nm
wavelength. The mechanical properties of the membranes
were measured by means of tensile testing (Zwick 1435).

Results and Discussions

The microstructure of polymer membranes modified with
carbon nanoforms depends largely on the coagulant itself.
In the literature there are reports of using other non-solvents
that contribute to the process of spherulitic crystallization of
semicrystal PVDF [31-33]. Methanol is a weak coagulant
for PVDF, which results in its slow washing out of the solu-
tion and thus it facilitates spherulite crystallization. The size
of spherulites in the tested systems also depends on the
carbon nanoadditive. Graphene oxide flakes (GO) impede
formation of spherulites (they reduce chain mobility, FIG. 1b).
In SEM images a higher number of tiny spherulites is ob-
served in comparison to the polymer membrane (PVDF,
FIG. 1a). In turn, addition of CNT promotes formation of
crystallites (FIG. 1c-d). Nanotubes, particularly the surface-
modified ones, make heterogenic seeds of crystallization.
It makes spherulites bigger and less numerous (FIG. 1).
On all the membrane surfaces the characteristic network
of interconnected spherulites is observed. The estimated
size of surface pores in the tested membranes decreases in
the following order: 1wt% GO (max. diameter up to 2.5 uym)
— 0.5wt% CNT (max. diameter up to 6 um) — 1wt% CNT-
COOH (to 8 ym). Having analysed the porosity results
obtained by means of a bubble point method, it was stated
that the highest porosity characterizes two kinds of the ex-
amined membranes: the nanocomposite membranes with
0.5wt% of CNT (approx. 52%) and the membranes with
1wt% of CNT-COOH (48%). In reference to the literature
data they are porosity values suitable for neurosurgical
applications — they promote selective transfer of cells and
nutrients [20,22,34].

TABLE 1. Key properties of nanoadditives as provided by manufacturers.

Tensile strength

Electric conductivity

3

\WEICHE] Producer Morphology [GPa] (S/m]
GO Graphen Market Co | N12ke thickness 60 nm 130 7200
flake size 3-7 ym

CNT NanoAmor, US CIEITIEET {0 I 60-150 3000-4000
length 1 pm
diameter 3-10 nm
CNT-COOH NanoAmor, US 50-80 3500-4500
length 2 pm
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FIG. 1. Microstrucuture of membrans based on PVDF modified with carbon nanofillers: 0.5wt% CNT (c),

1wt% CNT-COOH (b), 1wt% GO (d). Reference membrane with neat PVDF (a).

Crystallinity of the membrane materials was de-

termined in the first place by the precipitating agent TABLE 2. Thermal properties of membrane nanocompo-
— methanol. The analysis of DSC curves confirms that site system PVDF/carbon nanoform and the pure polymer
typical effects i.e. melting point of the crystalline phase membrane (reference).
(T,,) is exothermic, unlike in the case of membranes
precipitated with e.g. water. This effect may be explained PVDE PVDF/CNT PVDF/CNT-COOH PVDF/GO
by the reorganization of the chains to improve their order. rEmilsEne | e membrane membrane
Another factor affecting the size of spherulites is the type
of carbon filler. CNT initiates the formation of spheru- AH 60.6 628 58.7 465
e UJ lites, that is why the crystalline phase share increases | [J/d] ' ' ' ’
O | (TABLE 2). The bigger size of the filler (CNT-COOH, GO) A
is, the more slowly crystallinity increases. In the case of [%] 57.9 60.1 55.8 442
= < PVDF/CNT-COOH membrane, the essential factor is the
- amount of the filler twice as big as in the case of CNT. T,
= m During the precipitation polymer chains form lamellas [°C] g iz ey R
— | | I and/or spherulites (observed by SEM). T
! 474.0 476.0 478.0 460.0
o | [°C]
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Modification of the pure PVDF leads to lowering

the surface free energy (SFE) and components vy, 1
and v, in relation to the unmodified polymer PVDF § _ 120
(SFE = 30.3 mJ/m? when y,= 23.3 mJ/m2 and | £
Y, = 7 mJ/m?) [35]. Graphite oxide lowers the surface o 1%
free energy of the membrane, while sustaining its %’D 80
hydrophobic character (the v, value bigger thany,). | § &5
It is not a surprising phenomenon: a slight amount § ©
of hydrophilic filler exposes the polar groups on the g 40
membrane surface. In turn, carbon nanotubes signifi- §| S 55
cantly raise the SFE value (for CNT it is 35 mJ/m?, for
CNT-COOH it is 53.5 mJ/m?). In both cases (PVDF/ Y
CNT and PVDF/CNT-COOQOH) the material remains
highly hydrophobic (FIG. 2a). It seems that carbon 60
nanotubes during the solidification process are sur- | & &4
rounded with polymer chains (thus bigger spherulites ‘;
are observed), that is why fluoropolymer groups get %" 40
exposed on the membrane surface (thus SEM similar | $%&
to pure PVDF). The wettability results indicate that | 3 30
GO-modified membranes do not differ from pure pol- “:; = 55
ymer membranes, contrary to the membranes modi- || &
fied with nanotubes. In their case the 15% increase | 3 10
in hydrophobicity is noted (FIG. 2b). Physicochemical

0

properties of the surface confirm potential applica-
tions of the materials for GNR (especially PVDF/GR

I Ia

PVDF PVDF/GO PVDF/CNT PVDF/CNT-COOH

-

polar part IFE, y,
m dispersion part IFE, y4

1

PVDF/CNT PVDF/CNT-COOH

PVDF/GO

PVDF

membranes). The materials may be also used as
coatings for electrodes in electro-stimulation (PVDF/
CNT, PVDF/CNT-COOH) [25,36]. Also the values of
electric conductivity confirm the possibilities of the
materials in question. The membranes with CNT
addition endowed with well-developed spherulitic
microstructure display higher conductivity (approx. 28300-
32800 [S]). Electric conduction in nanocomposite systems
with carbon additive is based on so-called “hopping” in lamel-
lar or spherulitic structures, provided that the nanoadditive
is distributed homogeneously [37]. It seems that during the
membrane precipitation the more numerous phase 3-PVDF
with increased electric conductivity is formed [38,39].
The microstructure with higher crystallinity and better-
organized order of PVDF chains enriched with a conductive
addition provides more conductive paths.

FIG. 2. Physicochemical properties of surface of membrane
with carbon nanofiller: water contact angle (a), surface free
energy (b).

The Raman spectroscopy analysis showed that in the
spectrum of PVDF membranes there are bands character-
istic for a, B and y phases (FIG. 3). The a phase may be
present either on its own (it is confirmed by the bands at
615 cm™, 795 cm™) or as a mixture of a and 3 phases (at
880 cm™) or as a, f and y mixture (at 1130 cm™). The other
characteristic bands may be assigned to the y phase (810
cm') or the B and y mixture (840 cm™) [40]. The application of
modifiers diminishes the share of the a and y phases, while
the phase [3 share increases. Additionally, in the spectrum of
membranes with carbon additives there are bands typical for
carbon structures i.e. CNT and GO: D band (at 1340 cm"),
G band (at 1580 cm™) and G’ band (at 2680 cm™") [18, 41].

arbitrary units [a.u]

T . T y T $ T ) T L
1500 2000 2500 3000 3500

Raman shift [cm™']

——
500 1000

4000

arbitrary units [a.u]

G

v T — 1 v T LT LI T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Raman shift [cm™]

FIG. 3. Raman spectra of various type of materials: neat PVDF pallets (a), reference membrane base on PVDF (e),
polymer membrane modified by carbon nanofiller: 0.5wt% CNT (b), 1wt% CNT-COOH (c), 1wt% GO (d).
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TABLE 3. Mechanical properties of nanocomposite membrane based on PVDF.

PVDF PVDF/CNT PVDF/CNT-COOH PVDF/GO

membrane membrane membrane membrane

Young's modulus 187.8 2.5 54.3 +1.2 36.7 0.5 164.8 +1.9
E [MPa]

L CERETIEE S 241012 1.27 +0.18 317 £0.19 10.28 £0.5
R, [MPa]

Camelusidiy 10° 28300 18400
o [S]

The lack of the D band in PVDF/GO membrane is caused
by the absence of disordering that results from the sp® hy-
bridization which is not present in graphite (there is only sp?).
Comparing the intensity of bands D and G for membranes
with carbon additives the better interaction between the
carbon filler and the polymer chain is expected for PVDF/
CNT and PVDF/CNT-COOH (lp/Ig>1.1). The opportunity to
create interactions between 1 electrons and fluorine elec-
trons from the PVDF chain takes place already during the
membrane formation (precipitation with methanol). Thus the
obtained membrane is a more stable system with a higher
degree of crystallinity and increased electric conductivity.
Unfortunately, the carbon additive of CNT negatively
affects the mechanical properties of the membranes
(TABLE 3). It significantly decreases the Young’s modulus
(E) value and the tensile strength (Ry,), as compared to the
membrane made of pure polymer. It is not a surprising re-
sult when confronted with the increased surface porosity of
polymer-carbon membranes. However, this parameter does
not play a key role in medical applications — neither implants
for peripheral nerve regeneration nor coatings modifying
the surfaces of electrodes require higher values of E or Ry,.

Conclusions

The method applied makes it possible to manufacture the
PVDF-based membranes with homogeneous microstruc-
tures. The time it takes methanol to wash out the solvent
enables the formation of interconnected spherulites. These
forms are characterized by high crystallinity and strong
conductive phase 3 PVDF. The addition of carbon nano-
particles and crystallization from the solution also increases
the amount of the phase (3. All the examined nanocomposite
systems display conductive properties. The effect depends
on a kind of nanoadditives. It was shown that a flaked filler
(GO) displays the least electric conductivity, low crystallinity
and surface porosity, while sustaining the surface wettabil-
ity and energy on the level comparable to the properties of
a pure membrane. It results from the behaviour of a poly-
mer chain in contact with a flake of graphite. Such a form
significantly limits the mobility of polymer chains, impeding
crystallinity and destabilizing the membrane morphology
(lack of effective connections between spherulites, thus low
mechanical properties). In turn, nanotube filler increases the
values of electrical conductivity, surface porosity and size of
pores. Also the hydrophobicity of the membranes increases
distinctly, which will probably hinder the adhesion and pro-
liferation of cells. Thereby, the PVDF membranes modified
with CNT are better coatings for low-voltage electrodes, due
to their stability of microstructure, high electric conductivity
and low wettability.

To sum up, the use of methanol and a selected carbon
modifier may result in a synergic effect connected with
improvement of structural, electrical and surface properties
of the materials, which will make them more suitable for
neurosurgical applications.
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Streszczenie

Zastosowanie mineratéw ilastych, a w szczegoino-
$ci montmorillonitu, dla celéw medycznych, siega cza-
sow prehistorycznych. Szczegdlne wtasnosci tej grupy
mineratéw, ich powszechno$c¢, niski koszt, zdolnoSci
wymiany jonowej, zdolnosci absorpcyjne, inertno$c
w kontakcie z tkankami ludzkimi oraz budowa sprawity,
iz znalazty sie one w Kregu zainteresowania jako po-
tencjalne nosniki substancji leczniczych w systemach
kontrolowanego dostarczania lekéw. Obecnie, mineraty
ilaste, a w szczegoblnosci montmorillonit, sg stosowane
na szerokg skale w preparatach farmaceutycznych,
Jako substancje pomocnicze oraz sktadniki aktywne.
Mozliwos¢ interkalacji zwigzkdéw organicznych, jakimi
sg leki, pomiedzy warstwy montmorillonitu, stwa-
rza nowe mozliwosci wykorzystania tego mineratu.
W systemach kontrolowanego dostarczania lekéw
kluczowym elementem jest zastosowanie odpowied-
niego materiatu nos$nika, ktéry przede wszystkim musi
charakteryzowac sie brakiem toksyczno$ci, biokompa-
tybilnoscig, ale takze spetnia¢ odpowiednie wymogi
technologiczne, jak np.: duza wydajno$c¢ produkcji
oraz stabilno$¢ w Srodowisku zZywego organizmu.
Zastosowanie montmorillonitu jako no$nika leku moze
przyczynic sie do uzyskania kontrolowanego i przedtu-
zonego uwalniania leku, ale takze do eliminacji skutkow
ubocznych dziatania leku na organizm. Dzieki stabym
wigzaniom van der Waalsa i wodorowym istniejgcym
pomiedzy warstwami montmorillonitu, mozliwe jest
zainterkalowanie czgstek leku pomiedzy warstwy mi-
neratu i tym samym utworzenie nietrwatego potgczenia
z farmaceutykiem. Zainteresowanie mineratami ilasty-
mi w systemach kontrolowanego dostarczania lekow
potwierdza systematycznie rosngca liczba publikacji
powigzanych z tg tematykq. Praca stanowi podsumo-
wanie dotychczasowej wiedzy na temat wykorzystania
mineratow ilastych, a w szczegdlnosci montmorillonitu,
w zastosowaniach medycznych.

Stowa kluczowe: surowce ilaste, montmorillonit,
nosnik leku, systemy dostarczania lekow

[Inzynieria Biomateriatow 139 (2017) 8-17]

Wstep

Mineraly ilaste, naturalne oraz syntetyczne, to szeroka
gama surowcow o duzej dostepnosci, niskim koszcie, ale tak-
ze o unikatowych wiasnosciach wynikajgcych z warstwowej
budowy. W warunkach naturalnych powstajg one w skorupie
ziemskiej w wyniku wietrzenia chemicznego skat lub przemian
hydrotermalnych pytow i skat wulkanicznych i wystepujg w po-
staci ztdz kopalnych. Zdolnosci sorpcyjne, zdolnosci wymiany
jonowej, czy tez zdolnos¢ pochtaniania wody i jonéw z roz-
tworéw wodnych, rozmiar czgstek, a w konsekwenciji wielko$¢
powierzchni wiasciwej to tylko cze$¢ z wielu wyjgtkowych
cech tej grupy mineratéw. Jednoczesnie nalezg one do mine-
ratow stabilnych i inertnych, co gwarantuje biokompatybilnos¢
i pozwala na ich zastosowanie w medycynie i farmacji [1-2].

MONTMORILLONITE AS A DRUG
CARRIER

ALicJA RaPACZ-KmiTA*
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FacuLTy oF MATERIALS SCIENCE AND CERAMICS,
Mickiewicza 30, 30-059 Krakow, PoLAND
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Abstract

The use of clay minerals for medical applications
dates back to prehistoric times. Specific properties
of this group of minerals, their universality, low cost,
ability to ion exchange, absorption capacity, inertness
in contact with human tissues as well as their structu-
re, caused that they had been included in the area of
interest as potential carriers of medicinal substances
in controlled drug delivery systems. At present, clay
minerals, in particular montmorillonite, are extensively
used in pharmaceutical formulations both as exci-
pients and the active components. The possibility of
intercalation of organic compounds, which are drugs
among the others, between the layers of montmo-
rillonite, creates new possibilities for the use of this
mineral. In the controlled drug delivery systems, the
key element is the use of a suitable material for car-
rier, which primarily must be characterized by a lack
of toxicity, good biocompatibility, but also is expected
to meet the relevant technological requirements, such
as: high efficiency of production and stability in a living
organism. The use of a montmorillonite carrier may
help to achieve a controlled and sustained release
of the drug but also to eliminate the side effects of
the drug on the human’s body. Due to the weak van
der Waals and hydrogen bonds which exist between
montmorillonite layers, it is possible to intercalate the
drug particles between the layers and thus forming
the impermanent connection to the pharmaceutical.
Interest in clay minerals in controlled drug delivery
systems is confirmed by the steadily growing number
of publications related to this topic. The work is a sum-
mary of current knowledge on the use of clay minerals,
particularly montmorillonite, in medical applications.

Keywords: clays, montmorillonite, drug carrier, drug
delivery systems

[Engineering of Biomaterials 139 (2017) 8-17]

Introduction

Clay minerals, both natural and synthetic, are a wide
range of materials with a high availability, low cost, but
also with the unique properties resulting from the layered
structure. Under natural conditions, they are formed in the
earth’s crust as a result of chemical weathering of rock or
hydrothermal transformation of dust and volcanic rocks and
occur in the form of fossil deposits. Sorptive capacity, the
ion exchange capacity or ability to absorb water and ions
from aqueous solutions, particle size, and consequently the
surface area is only a part of the many unique features of
this group of minerals. At the same time, they belong to the
stable and inert minerals, which ensures biocompatibility and
allows their use in medicine and pharmacy [1-2].
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Mineraty ilaste od lat znajdujg zastosowanie w przemysle
farmaceutycznym, jako substancje pomocnicze, a takze ak-
tywne. Dopiero niedawno staty sie przedmiotem zaintereso-
wania naukowcéw w obszarze kontrolowanego dostarczania
lekéw [2-4]. U podstaw koncepcji systemow kontrolowanego
dostarczania lekéw lezy zatozenie, ze skuteczna farmako-
terapia wymaga utrzymania stabilnego, terapeutycznego
stezenia leku w miejscu przeznaczenia, przez caty czas
trwania kuracji. Standardowe sposoby podawania lekéw nie
spetniajg tych warunkéw, przez co terapeutyczne mozliwosci
lekoéw nie sg w petni wykorzystywane.

Obecnie, wiekszo$¢ stosowanych lekow nalezy do
zwigzkow organicznych o matej masie czgsteczkowe;.
Do gtéwnych wad takich substancji leczniczych naleza:
szybki metabolizm i wydalanie z organizmu, niewielka
wybidrczos¢ dziatania terapeutycznego oraz niekorzystna
biodystrybucja. Dlatego tez pacjentowi podczas terapii
podaje sie lek w krétkich odstepach czasu, poniewaz zo-
staje on przeksztatcony w metabolity za pomocg enzyméw
i szybko usuwany z organizmu. Postepowanie takie ogranicza
dziatanie terapeutyczne leku i powoduje koniecznos¢ zasto-
sowania duzych i czestych dawek, powodujgc tym samym
wystepowanie licznych efektéw ubocznych. Zbyt wysokie
stezenie podawanego leku moze mie¢ dziatanie toksyczne,
zbyt niskie natomiast moze nie dawac efektu terapeutyczne-
go. W celu poprawy efektow terapii leczniczych stosuje sie
tzw. systemy dostarczania leku (DDS). Jednym ze sposobdw
realizacji tego zadania jest stosowanie nosnikéw lekow.

Technologia systemow dostarczania lekéw bazujgcych na
mineratach ilastych polega gtéwnie na wytworzeniu koniuga-
téw nosnik mineralny-lek na drodze interkalacji czasteczek
substancji leczniczej w przestrzeniach miedzypakietowych
[4,5]. Potencjat mineratéw ilastych w tym zakresie wynika
przede wszystkim z ich zdolnosci pecznienia oraz wymiany
jonowej, ktére pozwalajg na wprowadzenie leku w przestrze-
nie miedzypakietowe, a takze z faktu powstawania licznych
oddziatywan pomiedzy nosnikiem a lekiem, co korzystnie
wptywa na profil uwalniania zainterkalowanego leku.

Sposréd wszystkich grup mineratéw ilastych, wyjatkowo
reaktywne sg smektyty, a zwtaszcza montmorillonit (MMT),
ktérego sktad opisywany jest ogélnym wzorem M,(Al,,Mg,)
Sig0,,(OH),, gdzie M oznacza kation jednowartosciowy,
a x — stopien podstawienia izomorficznego wynoszacy od 0,5
do 1,3. MMT zbudowany jest z pakietéw typu 2:1, tworzonych
przez jedng warstwe oktaedryczng zamknietg pomiedzy
dwiema zewnetrznymi warstwami tetraedrycznymi, obda-
rzonych niewielkim tadunkiem ujemnym kompensowanym
przez kationy miedzywarstwowe. Rodzaj kationéw mie-
dzywarstwowych wptywa na odlegto$¢ miedzywarstwowa,
zdolnos$ci adsorpcji, pecznienie i inne wtasciwosci mineratu.
W konsekwencji struktury warstwowej pojedyncze krysztaty
montmorillonitu wystepujg w postaci ptytek, przy czym gru-
bos¢ warstwy pakietowej montmorillonitu wynosi 0,96 nm,
a odlegtos¢ bazowa, na ktorg sktada sie grubos$¢ pakietu
i odlegtos¢ miedzywarstwowa, moze by¢ nawet dwukrotnie
wieksza, a pozostate wymiary siegajg kilkuset nanometréw
[6]. Latwosé modyfikacji struktury, mozliwos¢é przyjmowania
pomiedzy pakiety wody, a takze r6znorodnych zwigzkow
organicznych, stwarza szerokie spektrum mozliwosci zasto-
sowania montmorillonitu w systemach dostarczania lekow.

O sukcesie mineratdw ilastych w farmacji decyduje ich
stosunkowo fatwa dostepnosé, jak rowniez, a moze przede
wszystkim, mozliwos¢ ich uniwersalnego uzycia zaréwno
jako substancji pomocniczej jak i aktywnej. Szersza koncep-
cja wykorzystania mineratéw ilastych w medycynie i farmaciji
opiera sie natomiast na mozliwosci ich zastosowania w bez-
piecznych oraz terapeutycznie efektywnych systemach do-
starczania lekéw, od ktorych w obecnych czasach wymaga sie
zwilaszcza zdolnosci dopasowywania sie do potrzeb pacjenta.

The clay minerals have been used for years in the
pharmaceutical industry as both excipients, and active
substances. But only recently have become a subject of
interest to researchers in the field of controlled drug delivery
[2-4]. At the root of the concept of controlled drug delivery
systems was the assumption that the effective drug treat-
ment requires to maintain a stable therapeutic concentration
of the drug in the place of destination for the duration of the
treatment. Standard methods of administration of drugs do
not meet these requirements, and therefore therapeutic
potential of drugs are not fully utilized.

Currently, most drugs belong to organic compounds of
low molecular weight. The main disadvantages of such
therapeutic substances are: rapid metabolism and excretion
from the body, a small selectivity of the therapeutic effect
and unfavorable biodistribution. Therefore, during treatment
the patient is administered with the drug at short intervals
as it is quickly metabolised by enzymes and removed from
the body. This procedure reduces the therapeutic effect
of the drug and creates necessity for the use of large and
frequent doses, thus involving a number of side effects. Too
high concentration of the administered drug may be toxic but
too low one may not produce a therapeutic effect. In order
to improve the therapeutic effects of medicinal products the
so-called drug delivery systems (DDS) are used and one
way to achieve this is the use of drug carriers.

Technology of drug delivery systems, which uses clay
minerals, is mainly based on the formation of the mineral
carrier-drug particles conjugates obtained by intercalation
of the drug substance in the interlayer spaces of the car-
rier [4,5]. The potential of clay minerals in this area mainly
results from their ability to swell and ion exchange, which
allows to introduce medicament into the interlayer spaces of
clay, and from the fact that numerous interactions appears
between the carrier and the drug, which is favorable for the
drug release profile of the intercalated clay.

Among all the groups of clay minerals, especially reac-
tive are smectites, and particularly montmorillonite (MMT),
whose composition is described by the general formula
M, (Al,,Mg,)SigO,,(OH),, wherein M is a monovalent cation,
and x - the degree of isomorphic substitution ranged from 0.5
to 1.3. MMT is composed of 2:1 type packages, produced
by one octahedral layer enclosed between two external
tetrahedral layers, which possess a small negative charge
compensated by the interlayer cations. The type of inter-
layer cations affects the interlaminar distance, the adsorp-
tion capacity, swelling and other properties of the mineral.
As a result of the layered structure, the montmorillonite sin-
gle crystals are in the form of tiles, where the thickness of
the packet layer of montmorillonite equals 0.96 nm, but the
basal spacing, which consists of the thickness of the packet
layer and the interlayer distance can be up to twice higher,
and the other dimensions can reach up to a few hundred
of nanometers [6]. The ease of modifying the structure, the
possibility of introducing of water and a variety of organic
compounds into interlayers, provides a wide range of ap-
plicability of montmorillonite in drug delivery systems.

The success of clay minerals in the pharmaceutical ap-
plications is due their relatively common availability, as well
as, and perhaps above all, the possibility of their widespread
use, both as an excipient and the active substance. A wider
concept of using of clay minerals in medicine and pharmacy
is based on the possibility of their use in the safe and thera-
peutically effective drug delivery systems, for which a spe-
cific adaptation to the patient’s needs is nowadays required.
Research carried out for many years on a large scale have led
to development of new strategies in the administration and
the definition of specific functions of drug delivery systems.
Most of these strategies involve a new concept of “excipient”.
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Prowadzone od wielu lat na szerokg skale badania skutkujg
nowymi strategiami podawania lekdw oraz definiowaniu okre-
Slonych funkcji w systemach dostarczania lekow. Wiekszos¢
z tych strategii zaktada nowg koncepcje “substancji pomoc-
niczej”. Zgodnie z nig substancje pomocnicze (a posrod
nich mineraty ilaste) sg nie tylko ,sktadnikami obojetnymi”
(inertnymi), ale moga réwniez by¢ uzywane do osiggania
celow biofarmaceutycznych (podwyzszona lub obnizona
szybkos¢ rozpuszczania, opéznione lub ukierunkowane
uwalnianie, poprawa dystrybuciji), farmakologicznych (zapo-
bieganie lub ograniczenie powstawania skutkéw ubocznych),
technologicznych (maskowanie smaku) lub chemicznych
(podwyzszenie stabilnosci). Catoksztatt tych zatozen zawarty
zostat w technologii modyfikowanych systeméw dostarczania
leku (MDDS — modified drug delivery system), ktérej gtbwna
koncepcja zaktada, iz formuta farmaceutyczna powinna
zapewnia¢ dostarczenie dawki leku do miejsca, w ktérym
ma on dziata¢ i utrzymac jego stezenie w czasie leczenia
na odpowiednim poziomie. Cele te mogg zostac¢ osiggniete
poprzez modyfikacje szybkosci i/lub czasu i/lub miejsca
uwalniania leku w poréwnaniu z formutg konwencjonalng
leku. MDDS obejmujg obecnie szerokg game technologii,
wigczajgc koncepcje ,uwalniania opéznionego”, ,uwalniania
wydtuzonego w czasie”, ,uwalniania z ukierunkowaniem
celu” oraz ,uwalniania z ukierunkowaniem receptora” [1-14].

Oddziatywanie mineratéw ilastych ze
zwigzkami organicznymi

Sposrdd licznych mechanizméw badanych w kierunku
opracowania preparatéw o kontrolowanym uwalnianiu sub-
stancji leczniczych, znaczng uwage skupia zjawisko wymiany
jonowej. Wymiana jonowa jest procesem odwracalnym
i zachodzi pomiedzy fazg statg a ciektg. Wymianie podlegajg
jony o podobnym tadunku, nie powodujgce drastycznych
zmian w strukturze i wlasciwosciach fazy statej [15].

Naturalnie wystepujgcymi wymiennikami kationowymi sg
mineraty ilaste, a w szczegdlnosci montmorillonit, ze wzgle-
du na wysokg pojemnos¢ wymiany jonowej (CEC — cation
exchange capacity). W kontekscie systemoéw dostarcza-
nia lekéw stwarza to mozliwos¢ wytworzenia koniugatéw
czastka ilasta-lek na drodze wymiany jonowej, poprzez
mieszanie surowca w roztworze leku. Penetracja przestrzeni
miedzywarstwowych mineratow ilastych przez czgsteczki
organiczne, nazywana interkalacja, zachodzi w roztworze,
zas$ w Srodowisku wewnetrznym organizmu cztowieka po-
nownie dochodzi do wymiany jonowej — lek w postaci kationu
jest uwalniany, jego miejsce zajmujg kationy powszechnie
wystepujgce w organizmie, wymieniacz natomiast ulega
eliminacji (RYS. 1) [5].

Chemiczna natura oddziatywan mineratéw ilastych
z czgsteczkami organicznymi moze by¢ jednak rézna,
a zalezy ona od rodzaju mineratu oraz grup funkcyjnych
obecnych w interkalowanym zwigzku [16,17]. Wyr6zni¢
mozna oddziatywania van der Waalsa, oddziatywania
jonowe, wigzania wodorowe, a w niektorych przypadkach
tworzg sie nawet wigzania kowalencyjne. Najczesciej jed-
nak tgczenie czgsteczek lekdéw z mineratami ilastymi moze
zachodzi¢ na zasadzie interkalacji potgczonej z wystepowa-
niem wigzan wodorowych, oddziatywan elektrostatycznych
lub oddziatywan jon-dipol. Szczegdlng zdolnos¢ pod tym
wzgledem wykazujg smektyty (montmorillonit, saponit),
ktére charakteryzuje wyjgtkowa zdolnosci do pecznienia
i bardzo wysoka pojemnos¢ wymiany kationéw (CEC).
Mechanizm wigzania lekdw w strukturze krzemianéw za-
lezy w duzej mierze od grup funkcyjnych wystepujgcych
w czgsteczce leku (np. grupy aminowe lub hydroksylowe),

According to it, excipients (among them the clay minerals)
are not only “inert ingredients”, but can also be used to
achieve the biopharmaceuticals objectives (increased or
decreased dissolution rate, delayed or targeted release,
improvement of distribution), pharmacological objectives
(preventing or reducing the formation of side-effects),
technological objectives (taste-masking) or the chemical
ones (increased stability). The whole of these assumptions
was included in the technology of modified drug delivery
systems (MDDS), whose main concept assumes that the
pharmaceutical formula should ensure delivery of the dose to
the target location and maintains drug concentration during
treatment at the appropriate level. These objectives can be
achieved by modifying the rate and/or time and/or place of
drug release compared to the conventional formulation of
the drug. MDDS now comprise a wide range of technologies,
including the concepts of “delayed release”, “prolonged time
release”, “targeted release” and “receptor-specific targeting
release” [1-14].

The interaction of clay minerals with
organic compounds

Among the numerous mechanisms tested for the devel-
opment of controlled release formulations of therapeutic
substances, considerable attention has been focused on
ion exchange phenomenon. lon exchange is a revers-
ible process, and occurs between the solid and the liquid,
during which ions of similar charge is exchanged without
causing drastic changes in the structure and properties of
solid phase [15].

Clay minerals, particularly montmorillonite, are naturally
occurring cationic exchangers, due to the high ion exchange
capacity (CEC - cation exchange capacity). In the context
of drug delivery systems it creates opportunities to produce
by ion exchange the particle clay-drug conjugates during
mixing process of clay substrate in a drug solution. Pen-
etration of the interlayer of clay by organic molecules of
a drug, called intercalation, takes place in a solution while
in the human body the ion exchange occurs again, however
the drug cations are released from clay and being replaced
with cations commonly found in the body and the exchanger
is eliminated (FIG. 1) [5].

The chemical nature of the interactions of clay minerals
with organic molecules may however be different, and it
depends on the type of mineral and the functional groups
present in the compound intercalated [16,17]. Van der Waals
interactions, ionic interactions, hydrogen bonds, and in some
cases even the formation of covalent bonds can be distin-
guished. Most often, the drug molecules can be introduced to
clay minerals by intercalation associated with the occurrence
of hydrogen bonding, electrostatic interactions or ion-dipole
interactions. The smectites (montmorillonite, saponite) have
particular ability in this respect, and possess a unique abil-
ity to swell and very high cation exchange capacity (CEC).
The incorporation of drugs in the structure of silicates
depends largely on the functional groups present in the
molecule of the drug (eg. amino or hydroxy groups), wherein
the cationic drugs may attach to negatively charged surfaces
of clay minerals but, in turn attachment of the anionic drugs
requires corresponding modification of the surface of drug
carrier (amino groups). Schematic mechanisms of interca-
lation of drugs in smectites are shown in FIG. 2 [5,18-20].
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Uwalnianie w Srodowisku biologicznym/
Biological release environment

" MMT bez leku/ ™ MMT bez leku/

!

unloaded MMT
unloaded MMT

Biologiczne przeciwjony/
Biological counter ions

A*B

Uwalnianie leku/
Drug release

X*Y-

Wydalanie/Elimination

I Dawkowanie/Administration

x+ +
X+ & B B
+ +
MMT z lekiem/ . X X+ B. X
loaded MMT * x+ x B- X+
X* B
x— X'
Blona biologiczna/ Wchl'ania.nie/
Biological membrane Absorption

Miejsce aplikacji/
Action site

RYS. 1. Schemat tworzenia koniugatéow czgstka ilasta-lek oraz mechanizmu uwalniania leku w warunkach in
vivo (ujemny tadunek powierzchni czastki ilastej (-), kationy wymienne (a*), lek w postaci kationu (X*), anion
towarzyszacy (Y?), jony wystepujace w srodowisku in vivo: kationy (A*), aniony (B-)) [5].

FIG. 1. Scheme of creation of the particle clay-drug conjugates and the mechanism of drug release in vivo
(negative charge on the particle surface of the clay (-), exchangeable cations (a*), drug in the form of cation
(X*), accompanying anion (Y-), ions present in vivo: cations (A*), anions (B-)) [5].

Kationowa czasteczka leku/
f Cationic drug molecule

) ~
Reakcja wymiany jonowej/ w Powtoka polimerowa/
Ion exchange reaction Coating with polymer

MMT

Modyfikacja
powierzchni
(grupa aminowa)/ NH
Surface
modification
(amine group)

NH,

Anionowa czasteczka leku/
Anionic drug molecule

Interakcja elektrostatyczne

lub wiazanie wodorowe/
H, Electrostatic interaction
or hydrogen bonding

Zmodyfikowany MMT/
Modified MMT

RYS. 2. Schemat metody interkalacji lekow w montmorillonit na potrzeby systeméw kontrolowanego dostar-
czania lekow [20].

FIG. 2. A scheme of method for drug intercalation in montmorillonite for use in the controlled drug delivery
systems [20].
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TABELA 1. Przykiady lekéw oraz nosnikdw na bazie mineratow ilastych, stosowanych w systemach kontrolo-

wanego dostarczania i uwalniania [20].

TABLE 1. Examples of drugs and the corresponding drug carriers based on clay minerals for use in the con-

trolled delivery and release systems [20].

Grupa lekéw

Drug classification

Antybiotyki
Antibiotics

Oksytetracyklina/Oksytetracycline
Tetracyklina/Tetracycline
Metronidazol/Metronidazole
Amoksycylina/Amoxicilin
Gentamycyna/Gentamicin
Chlorheksdyna/Chlorhexidine acetate

Cyprofloksacyna/Ciprofloxacin

Nosnik leku
Drug carrier

MMT/chitozan/chitosan
Laponit/Laponite, haloizyt/Halloysite
MMT

MMT

Haloizyt/Halloysite

MMT, kaolinit/kaolinite,
Wermikulit/Vermiculite/PE
Haloizyt/Halloysite

Leki przeciwnowotworowe
Anticancer drugs

5-fluorouracyl/5-fluorouracil
Kardanol/Cardanol

MMT
Haloizyt/Halloysite

Leki przeciwgrzybiczne
Antifungal drugs

Intrakonazol/ltraconazole

MMT, laponit/laponite

L e el Propanolol/Propranolol hydrochloride | MMT/PLGA
Antihypertensives Atenolol MMT

yp Hydralazyna/Hydrolazine MMT
Leki przeciwzapalne i przeciwbolowe ltlli;?g?g%?Q{]Naproxen MM$
Antiinflammatory or analgesic drugs Ibuprofen MMT/chitozan/chitosan
Leki psychotropowe Aripiprazol/Aripiprazole MMT
Psychotropic drugs Buspiron/Buspirone hydrochloride MMT
Leki na arytmie . : . : .
Anti-arrhythmic drugs Lidokaina/Lidocaine hydrochloride MMT
Antyoksydanty Glutation/Glutathione MMT
Anti-oxidants Reesweratrol/Resveratrol Haloizyt/Halloysite
Inne Donapenzil/Donapezil MMT
Others Amfetamina/Amphetamine MMT

przy czym leki kationowe mogg przytgczac sie do ujemnie
natadowanych powierzchni mineratéw ilastych, a z kolei
przytaczenie lekow anionowych wymaga wprowadzenia
odpowiednich modyfikacji powierzchniowych nosnika (np.
grupami aminowymi). Schemat mechanizmoéw interkalacji
lekow w smektytach przedstawia RYS. 2 [5,18-20].

Ogromne znaczenie dla powstawania oddziatywan pomig-
dzy mineratami ilastymi a czgsteczkami organicznymi maja
warunki prowadzenia procesu interkalacji, w szczegélnosci
wyjsciowe stezenie leku w roztworze, sita jonowa roztworu,
temperatura, pH, czas oraz szybkos$¢ mieszania [4,5,19].

Z uwagi na wystepowanie oméwionych oddziatywan,
a takze zdolnos¢ pecznienia w roztworach wodnych, mi-
neraly ilaste sg wykorzystywane w systemach kontrolowa-
nego uwalniania lekéw do wydtuzania czasu uwalniania,
miejscowego dostarczania substancji terapeutycznych, czy
nawet poprawy rozpuszczalnosci lekéw i zwiekszania ich
stabilnosci w okreslonych warunkach [5].

W TABELI 1 przedstawiono wybrane grupy lekéw oraz
ich nosniki z grupy mineratow ilastych, ktore byly dotychczas
badane pod kgtem wykorzystania w systemach kontrolowa-
nego dostarczania i uwalniania.

Rola montmorillonitu w systemach
dostarczania lekéw

Wspétczesna technologia farmaceutyczna dazy do
osiggniecia zatozonego efektu terapeutycznego przy
jednoczesnej minimalizacji dziatan niepozgdanych sub-
stancji leczniczej. Stad tez wiele osrodkéw naukowych
i badawczo-rozwojowych zajmuje sie opracowaniem takich
systeméw terapeutycznych, ktére umozliwig dostarczenie
leku w odpowiedniej dawce, w okreslone miejsce organi-
zmu oraz jego kontrolowane uwalnianie w czasie terapii.

Of great importance for creation of interactions between
the clay minerals and organic molecules are the conditions
of intercalation process, in particular, the initial concentra-
tion of drug in the solution, ionic strength of the solution,
temperature, pH, time and stirring speed [4,5,19].

Due to the described interactions and the ability to swell
in aqueous solutions, clay minerals are used in systems of
controlled drug release in order to prolong the release time,
target delivery of therapeutic agents, or even to improve
solubility of the of drugs and increasing their stability under
certain conditions [5].

TABLE 1 shows the selected groups of drugs and their
carriers from the group of clay minerals which have been
investigated for the use in the systems of controlled delivery
and release.

The role of montmorillonite in drug
delivery systems

The modern pharmaceutical technology aims at achiev-
ing the desired therapeutic effect, while minimizing adverse
side effects of the drug substance. Thus numerous scientific
institutions, as well as research and development centers
were involved in the development of such therapeutic sys-
tems which enable delivery of the drug at the right dose, the
specific location of the body and controlled release during
therapy. Intensive development of medical and pharmaceuti-
cal sciences, which has been observed in recent years is
largely driven by the development of materials science in
the field of materials for implantation, as well as advanced
drug delivery systems. The work of materials engineers in-
creasingly provide materials with excellent biocompatibility,
fulfilling selectively developed and highly specialized func-
tions associated with meeting the biomedical requirements.
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Intensywny rozwdéj nauk medycznych i farmaceutycznych
obserwowany w ostatnich latach jest w znacznym stopniu
stymulowany przez rozwdj inzynierii materiatowej w dzie-
dzinie materiatéw implantacyjnych, jak réwniez zaawanso-
wanych systemow dostarczania lekow. Efektem prac inzy-
nieréw materiatowych sg coraz czesciej materiaty o bardzo
dobrej biozgodnosci, wypetniajgce selektywnie wypracowa-
ne i wysoko wyspecjalizowane funkcje zwigzane ze spet-
nianiem wymogéw biomedycznych. Dotyczy to materiatéw
implantacyjnych o sterowanej funkcjonalnosci zwigzane;j
m.in. ze zdolnoscig do podejmowania kontrolowanej inter-
akcji z otaczajgcymi tkankami, jak réwniez materiatow na za-
awansowane nosniki lekéw, bedgcych w stanie precyzyjnie
lokowaé czynne postacie lekéw w tkankach oraz uwalnia¢
lek wedtug zaprogramowanego scenariusza.

Czynnikami warunkujgcymi postep w technologii podawa-
nia lekow sg przede wszystkim: dostepnosc biologiczna, wiek-
szawydajnosé, nizsza toksycznosé, kontrolowana dawka oraz
bardziej celowe (lokowane) podawanie substancji czynnej.
Ma to docelowo prowadzi¢ do jak najpetniejszego zblizenia
nosnika leku do cech nosnika idealnego opisanego przez
nastepujgce cechy: maksymalng biozgodnos¢, minimalne
wiasciwosci antygenowe, dopasowania wielkosci czgstki
umozliwiajgce dotarcie leku do odpowiedniego miejsca
w organizmie, mozliwos¢ przetransportowania leku do wy-
branych komorek i uwalnianie go w kontrolowany sposob.

This applies to implant materials of controlled functionalities,
including the ability to make a controlled interaction with the
surrounding tissues, as well as materials for advanced drug
carriers, which are able to precisely locate the active forms
of drug in the tissue and release the drug according to the
programmed scenario.

Determinants of progress in drug delivery technologies
are mainly: bioavailability, higher efficiency, lower toxicity,
controlled dose and a more targeted administration of the
active ingredient. This will eventually lead to the fullest pos-
sible approximation of the drug carrier to the characteristics
of the perfect carrier described by the following set of fea-
tures: maximum biocompatibility, minimal antigenic effect,
matching the size of the particles to allow drug to reach the
appropriate location in the body, the ability to transport the
drug into the cells and release it in a controlled manner.
Continuous development of new forms of controlled drug
delivery is eventually driven by the need to maximize the
therapeutic effect while minimizing adverse side effects.

Recently, clay minerals, and particularly montmorillonite,
joined a group of inorganic drug carriers. lts potential is
mainly based on the ability to interact with organic molecules
by the surface adsorption and ion exchange reactions, what
positively influence on the final character and properties
of the drug, in particular improving solubility and modifying
of release profile [5].

Klepsze efekty w kontrolowanym
uwalnianiu lekéw / better results in
a controlled release of drugs
+ lepsza zdolnos¢ do pobudzania
komérek do adhezji / improved
ability to stimulate cell adhesion
- nie do korica poznane mechanizmy
uwalniania nanoczastek z
organizmu / not fully known
mechanism of removing the
nanoparticles from the body

controlled release of drugs
antimicrobial activity

UV resistance

membrane and scaffolds

Kompozyty glinka-polirr.\er /
Clay-polymer composites
17%

+ szerokie mozliwosci modyfikacji wtasciwosci osnowy -
faza modyfikujaca jest jednoczesnie nosnikiem substancji
aktywnej i elementem poprawiajagcym wytrzymatosé
mechaniczng / wide ability to modify the properties of
matrix - the modifying phase is also the carrier of active
substance which improves mechanical properties at the
same time

+ poprawa rozpuszczalnosci leku / improved drug solubility

@psze efekty w kontrolowanym
uwalnianiu lekdw / better results in a

+ wlasciwosci antybakteryjne /
+ odpornos$¢ na promieniowanie UV /

+ mozliwos¢ uzycia jako skafoldy i
membrany / possibility to use as a

na
or“"oﬂfwl dro.?’E\
o:,_e\\ ompos\xes
[<

2% -

Glinki syntetyczne /
Synthetic clays
26%

+ duze zdolnosci wchtaniania wody lub
ptyndw ustrojowych / high capacity to
absorb water or body fluids

+ mikrostruktura podobna do

naturalnej tkanki / the microstructure
similar to natural tissue

\

+ standaryzowane / standardized
war\e + dopuszczone do uzytku -
bezpieczne / approved for use - safe
- zazwyczaj modyfikowane przez
producenta / usually modified by the
manufacturer

Glinki naturalne / Natural clays
5% + tanie / cheap

+ dostepne / available

+ zdolno$¢ wymiany jonowej / the ion

exchange capacity

+/- zmienne wtasciwosci / variable

properties

~

+ powtarzalny sktad chemiczny / repetitive
chemical composition

+ mozliwo$é sterowania wiasciwosciami /
ability to control the properties

+ gtdwnie oparte na systemach anionowych
(LDH) / mainly based on anionic systems

- wzgledy ekonomiczne / economic aspects

RYS. 3. Mozliwosci wykorzystania mineratow ilastych w systemach dostarczania lekow [21].
FIG. 3. The possibilities of using clay minerals in drug delivery systems [21].
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Ciagty rozwéj nowych kontrolowanych form dostarczania
lekéw jest stymulowany poprzez potrzebe zmaksymalizo-
wania dziatania leczniczego przy minimalizacji negatywnych
skutkéw ubocznych.

W ostatnim czasie do grupy nos$nikdéw nieorganicznych
dotgczyty mineraly ilaste, a szczegélnosci montmorillonit.
Ich potencjat lezy gtéwnie w zdolnosci oddziatywania z cza-
steczkami organicznymi poprzez adsorpcje powierzchniowg
i reakcje wymiany jonowej, przez co wywierajg pozytywny
wplyw na koncowg postac i wtasciwosci leku, w szczegél-
nosci poprawiajgc rozpuszczalnos¢ oraz modyfikujgc profil
jego uwalniania [5].

Doniesienia literaturowe dotyczgce zastosowania mine-
ratow ilastych w systemach dostarczania lekow wskazuja,
ze mineraty te dajg szerokie mozliwosci zastosowania,
jako samoistny materiat lub w potgczeniu z polimerami
w réznorodnych formach. Na etapie projektowania systemu
kontrolowanego uwalniania konieczne jest jednak rozwaze-
nie korzysci i niedogodnosci oraz dopasowanie projektu do
danych potrzeb. Wady i zalety tego typu rozwigzan opartych
na mineratach ilastych przedstawiono na RYS. 3 [21].

Montmorillonit jest pozyskiwanym z naturalnych zrédet,
tatwo dostepnym krzemianem warstwowym zaliczanym do
mineratéw ilastych. Obecnos¢ stabych wigzan pomiedzy
pakietami decyduje o mozliwosci poddawania montmoril-
lonitu r6znorodnym modyfikacjom, wsrdd ktérych wyrdznia
sie miedzy innymi: adsorpcje, wymiane jonowg, szczepienie
zwigzkéw organicznych, reakcje z kwasami, interkalacje.
Stwarza to duze mozliwosci wprowadzania pomiedzy
warstwy mineratu réznorodnych zwigzkéw chemicznych,
m.in. organicznych molekut lekéw.

Montmorillonit nie tylko leczy okreslone schorzenia
w stosowaniu miejscowym, ale moze zosta¢ uzyty jako
substancja pomocnicza lub nos$nik w sterowanych syste-
mach dostarczania leku. Zostaje wykorzystany wéwczas nie
tylko jako nosnik leku, ale wykazujgc dziatanie synergiczne
jest w stanie fagodzi¢ skutki uboczne podawanego leku,
a nawet dziata¢ terapeutycznie [3]. Poprawa rozpuszczal-
nosci stabo rozpuszczalnych w wodzie lekow jest jednym
z wazniejszych wyzwan dla nowoczesnych technologii far-
maceutycznych. Zastosowanie montmorillonitu w technologii
farmaceutycznej stanowi jeden z obiecujgcych sposobow
jednoczesnego wykorzystania mozliwosci rozpuszczenia
leku oraz podwyzszenia zdolnosci do dtugookresowego
kontrolowanego uwalniania [22].

Z uwagi na znaczne rozwiniecie powierzchni montmoril-
lonitu mozliwe staje sie interkalowanie leku w przestrzenie
miedzypakietowe. Przy zastosowaniu odpowiedniej pro-
cedury prowadzacej do powstania zmian strukturalnych
w obrebie czgsteczki montmorillonitu, przestrzen miedzy-
pakietowa moze zosta¢ zwiekszona w sposéb zasadniczy,
powiekszajgc objetos¢ dostepng dla substancji czynnej.
Substancje warunkujgce powstanie zmian strukturalnych
zwane sg nhajczesciej aktywatorami lub substancjami
modyfikujgcymi, jednak kluczowe staje sie takie dobranie
aktywatora, aby sam nie zajmowat przestrzeni majgcej
stanowic¢ rezerwuar uwalnianej postaci leku. W tym kontek-
Scie, celowe staje sie takie prowadzenie procesu aktywacji,
aby aktywator stanowit jednoczesnie rozpuszczalnik leku.
W przypadku montmorillonitu stwierdzono zdolno$¢ do
skutecznego zwiekszania szybkosci rozpuszczania in vitro
niektorych lekéw trudno rozpuszczalnych. Uwalnianie leku
ze smektytu jest promowane przez stabe wigzanie pomiedzy
pakietami glinokrzemianu, co jednoczesnie zwieksza zwil-
zalnos¢ leku ze wzgledu na wtasciwosci hydrofilowe nosni-
ka. Wptywa to bezposrednio na poprawe farmakodynamiki,
farmakokinetyki oraz redukcje toksycznosci podanego leku.

Literature findings on the use of clay minerals in the drug
delivery systems indicate that these minerals offer a great
potential for use as an inherent material or in combination
with polymers in various configurations. It is necessary,
however, to consider the advantages and disadvantages
of the controlled release system to meet requirements for
a given application. The advantages and disadvantages of
this type of solutions based on clay minerals are shown in
FIG. 3 [21].

Montmorillonite is a layered silicate classified as clay
mineral harvested from natural sources and easily acces-
sible. The presence of the weak bonds between its package
determines the ability of montmorillonite to undergo various
modifications, including adsorption, ion-exchange, grafting
of organic compounds, reaction with acids, intercalation,
etc. This creates a tremendous opportunity to introduce
a variety of chemicals between layers of clay, including
organic molecules of drugs.

Montmorillonite, not only treats specified diseases in
a local administration, but can be used as an excipient or
carrier in controlled drug delivery systems. It is then used
not only as a drug carrier, but showing a synergistic effect
can mitigate the side effects of administered drug, and even
to act therapeutically [3]. Improving the solubility of poorly
soluble drugs is one of the major challenges of modern
pharmaceutical technology and the use of montmorillonite
in pharmaceutical technology is one of the most promising
ways to exploit the co-drug dissolution and increase the
ability to the long-term controlled release [22].

Due to the large surface area of the montmorillonite it is
possible to intercalate drug in the interlayer spaces. Using
the appropriate procedures, leading to the formation of
structural changes within the particles of montmorillonite,
interlayer space can be increased substantially, increasing
the volume available for the active substance. Substances
conditioning the formation of structural changes are called
most frequently activators or modifying substances, but the
key is the selection of an activator that itself does not occupy
space intended to serve as reservoir for the released form
of the drug. In this context, it is expedient to carry out an
activation process, using the activator which is the solvent
of a drug at the same time. In the case of montmorillonite
it has been found the ability to effectively increase the
dissolution rate in vitro of some poorly soluble drugs. The
release of drug from the smectite is promoted by a weak
bond between packages of aluminosilicate which at the
same time increases the wettability of the drug due to the
hydrophilic properties of the carrier. This directly affects
the improvement of pharmacodynamics, pharmacokinet-
ics and the reduction of toxicity of a given drug. In addi-
tion, the controlled location and release of a drug reduces
significantly side effects in the body and the harmful effect
of pharmacotherapy in the absence of therapeutic benefits
intended for the patient. This is due to the fact that the use
of conventional drugs may cause fluctuations in which the
concentration of drug in the body can reach a level lower
than the minimum effective dose (minimum effective concen-
tration MEC) or higher than the minimum toxic concentration
(minimum toxic concentration MTC) [23-25]. Most recent
research on the potential use of the montmorillonite drug
carrier have been focused either on direct intercalation of
commercially available montmorillonite powders or on the
use of two-stage process, wherein the drug intercalation was
preceded by modification aimed at increase in the interlayer
spacing of silicate packets in the first step. In all cases, the
materials based on montmorillonite have fulfilled a number
of chemical (stability and purity), physical (microstructure,
particle size) and toxicological requirements (toxicity and
microbiological purity).
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Ponadto, sterowane lokowanie i uwalnianie leku wptywa
na zdecydowane ograniczenie skutkow ubocznych na
organizm oraz ograniczenie szkodliwosci farmakoterapii
w przypadku braku korzys$ci terapeutycznych przeznaczo-
nych dla pacjenta. Jest to zwigzane z faktem, iz stosowa-
nie konwencjonalnych lekéw moze prowadzi¢ do wahan,
w ktérych stezenie leku w organizmie moze osiggng¢ po-
ziom nizszy niz minimalna skuteczna dawka (ang. minimum
effective concentration MEC) lub wyzszy niz minimalne
stezenie toksyczne (ang. minimum toxic concentration
MTC) [23-25]. Aktualne badania dotyczgce potencjalnego
wykorzystania montmorillonitu na nosniki lekow koncentrujg
sie bgdz na bezposredniej interkalacji komercyjnie dostep-
nych proszkéw montmorillonitowych lub na wykorzystaniu
procesu dwustopniowego, w ktérym interkalacja lekiem
jest poprzedzona modyfikacjg majgcg na celu rozsuniecie
pakietow krzemianu w pierwszym etapie. We wszystkich
przypadkach materiaty na bazie montmorillonitu spetniaty
szereg wymagan chemicznych (stabilnos¢ i czystos¢),
fizycznych (mikrostruktura, wielko$¢ czgstek) oraz toksy-
kologicznych (nietoksycznos¢ i czysto$¢ mikrobiologiczna).

Szczegolnie wiele uwagi poswieca sie wptywowi mi-
neratow ilastych na rozpuszczalno$¢ leku, na przyktad,
kompleksowanie indometacyny (lek przeciwbdlowy) ze
smektytem zwieksza szybko$¢ przenikania leku przez
skore oraz stabilnos$¢ leku, jak m.in. jego rozpuszczalnosé
w wodzie [26,27]. Potwierdzono takze, ze interkalacja 5-flu-
orouracylu w montmorillonit zmniejsza skutki uboczne leku
przez jego powolne uwalnianie z nosnika [28]. Wiele badan
dotyczy rowniez otrzymywania hybryd montmorillonit-lek do
zastosowan w modyfikowanych systemach dostarczania
lekéw. Zostaty juz szczegotowo opisane proby interkalacii
montmorillonitu niesterydowymi lekami przeciwzapalnymi:
ibuprofenem [29], naproksenem [30], diklofenakiem [31],
a takze donapenzilem, znanym lekiem na chorobe Alzheime-
ra [32]. W kazdym z badanych przypadkoéw kinetyka uwal-
niania leku byta zalezna od sposobu wytwarzania produktow
interkalacji oraz od zmian pH medium rozpuszczajgcego.

Krotki okres biologicznego péitrwania ibuprofenu, a takze
czeste efekty uboczne, motywujg do opracowania systemu
dla jego kontrolowanego uwalniania. Badania uwalniania
leku z koniugatéw montmorillonit-ibuprofen, w warunkach
in vitro wykazaty korzystniejszg kinetyke uwalniania w pH
7.4, odpowiadajgcym warunkom panujgcym w jelitach, niz
w pH 1.2 (pH tresci zotgdkowej), co przemawia za zasto-
sowaniem montmorillonitu w systemach przedtuzonego
uwalniania ibuprofenu.

Szybki metabolizm skutkujgcy krotkim okresem pottrwa-
nia dotyczy takze wielu innych lekéw, na przyktad tramadolu
— opioidowego leku przeciwbélowego [33]. Dla utrzymania
terapeutycznego stezenia we krwi nalezy przyjmowac go co
najmniej 5 razy dziennie. Jest to szczegdlnie niekorzystne
z uwagi na fakt, ze szybko nastepuje wzrost tolerancji far-
makologicznej na dziatanie tramadolu, doj$¢ moze takze do
uzaleznienia. Charakterystyka fizykochemiczna nosnikéw
oraz badania uwalniania w warunkach in vitro potwierdzity
potencjat montmorillonitu do kontrolowanego uwalniania
tramadolu, ktére w pewnym stopniu niwelowatoby wspo-
mniane skutki uboczne.

Wykonano takze proby wykorzystania montmorillonitu
jako nosnika tymololu — nieselektywnego leku blokujgcego
receptory B-adrenergiczne [34]. Tymolol zostat z powo-
dzeniem wprowadzony pomiedzy pakiety montmorillonitu.
Stwierdzono, ze uwalnianie leku nie nastepuje w 100%, jako
ze reakcje wymiany jonowej nalezg do proceséw réwno-
wagowych i kationy miedzywarstwowe nigdy nie podlegajg
catkowitej wymianie. Badano takze, z powodzeniem, mozli-
wosci interkalacji w przestrzenie miedzypakietowe innych le-
kéw z grupy B-blokeréw — propranololu i karwedilolu [35,36].

Special attention was devoted to the influence of clay
minerals on the solubility of medicines e.g. complexing
of indomethacin (analgesic) with the smectite increased
the rate of penetration of the skin and the stability of the
drug as well as among others its solubility in water [26,27].
It was also confirmed that the intercalation of montmorillonite
with 5-fluorouracil reduced the side effects of the drug by
slowing its release from the carrier [28]. Many studies have
focused also on the preparation of drug-montmorillonite
hybrids for use in the modified drug delivery systems. The
attempts to intercalation of montmorillonite with nonsteroi-
dal anti-inflammatory drugs: ibuprofen [29], naproxen [30],
diclofenac [31], as well as donapenzil, known as a cure for
Alzheimer’s disease [32], have already been described in
detail. In each of the cases, the release kinetics of the drug
was dependent on the method for production of intercalated
carriers and changes in pH of the dissolution medium.

A short biological half-life of ibuprofen, as well as the
common side effects motivated to develop a system for its
controlled release. Drug release studies of the montmorillon-
ite-ibuprofen conjugates in vitro showed favorable release
kinetics at the pH 7.4 (conditions in the intestine), than at
pH 1.2 (the pH of gastric contents), which substantiates the
use of montmorillonite in the systems of sustained release
of ibuprofen.

Fast metabolism resulting in a short half-life also relates
to a number of other drugs, such as tramadol - opioid an-
algesics [33]. The drug must be taken for at least 5 times
per day to maintain therapeutic levels in the blood. This is
particularly disadvantageous in view of the fact that pharma-
cological tolerance to tramadol increases rapidly what may
also cause addiction. Physico-chemical characteristics and
in vitro dissolution studies of montmorillonite-based carriers
confirmed the potential for controlled release of tramadol,
which in a certain degree would diminish the side effects.

There have been also made attempts to use the mont-
morillonite as a carrier of timolol - a medicine for the non-
selective blocking of B-adrenergic receptors [34]. Timolol
has been successfully introduced between packages of
montmorillonite and it was found that the drug release
does not occur in 100%, as the reactions of ion exchange
are equilibrium processes and the interlaminar cations can
never be totally replaced. The possibility of intercalation of
other drugs from the group of B-blockers - propranolol and
carvedilol into the interlayer spaces of montmorillonite was
also tested with success [35,36].

Literature also reports the preparation of montmorillonite-
drug conjugates to obtain the carriers with controlled release
of venlafaxine [37] and nicotine [38]. An evaluation of the
obtained conjugate carriers was done and physicochemi-
cal studies on the intercalation of the drug release kinetics
was carried out, which in each case was dependent on the
intercalation conditions, especially pH. The results of those
studies on the use of montmorillonite as a carrier for venla-
faxine provide an opportunity for reducing the frequency of
admission of the drug from four to two times per day.

Another group of drugs, often used for intercalation are
antibiotics [39-43] and the antibacterial studies on the ob-
tained montmorillonite-antibiotic conjugates demonstrated
that the intercalated drugs after contact with mineral retain
their antibacterial properties. The publication [44] on the
intercalation of metronidazole also described the study on
drug release, in which for the determination of released drug
a high performance liquid chromatography was used. Both
the registered chromatogram and the retention time were
typical of metronidazole, which means that the interaction
of the drug with the montmaorillonite does not induce any
change in the chemical nature of the drug.
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Literatura donosi takze o przygotowaniu koniugatéw

® e o o o o ® montmorillonit-lek celem kontrolowanego uwalniania wen-

lafaksyny [37] czy nikotyny [38]. Badania otrzymanych
koniugatéw obejmowaty ocene fizykochemiczng nosnikow
oraz badania nad kinetyka uwalniania zainterkalowanego
leku, ktéra w kazdym przypadku zalezna byta od warunkow
procesu interkalacji, w szczegolnosci od pH. Wyniki badan
nad zastosowaniem montmorillonitu jako nosnika wenla-
faksyny stwarzajg szanse na redukcje czestotliwosci jej
przyjmowania z czterech do dwéch razy dziennie.

Grupg lekéw czesto uzywanych do interkalacji sg an-
tybiotyki [39-43], a badania antybakteryjne otrzymanych
koniugatow montmorillonit-antybiotyk wykazujg, ze inter-
kalowane leki, po kontakcie z mineratem zachowujg swoje
wiasciwosci bakteriobdjcze. W publikacji [44] dotyczacej
interkalacji metronidazolu opisano takze badania nad uwal-
nianiem leku, w ktérych do oznaczania uwolnionego leku
wykorzystano wysokosprawng chromatografie cieczowa.
Zarowno zarejestrowany chromatogram, jak i czas retenciji,
byly typowe dla metronidazolu, co oznacza, ze oddziaty-
wanie leku z montmorillonitem nie indukuje zadnych zmian
w chemicznej naturze leku.

W zakresie systemdw opartych na mineratach ilastych
prowadzi sie badania nie tylko nad interkalacjg lekéw, ale
takze witamin. Przyktadowo, badano witamine B,, ktéra ma
istotny wplyw na metabolizm energetyczny komérki i jak
wszystkie witaminy, nie jest ona syntetyzowana w organi-
zmie, musi wiec by¢ dostarczona z zewnatrz. Badania wy-
kazaty, ze zaréwno montmorillonit pochodzenia naturalnego,
jak i syntetycznego moze by¢ nosnikiem witaminy B, [45-47].

Podsumowanie

Technologie kontrolowanego dostarczania lekoéw stano-
wig jedng z najszybciej rozwijajgcych sie dziedzin nauki.
Na obecnym poziomie rozwoju medycyny i farmacji szcze-
golny nacisk ktadzie sie nie tylko na skutecznos¢ prowa-
dzonej farmakoterapii, ale tez na minimalizowanie skutkow
ubocznych dziatania lekoéw, zaréwno tych podawanych do-
ustnie, dozylnie, ale takze domiejscowo w formie implantéw
lub w ich obecnosci.

Przy wykorzystaniu mineratéw ilastych jako substancji
pomocniczych w formutach farmaceutycznych, nalezy
wzig¢ pod uwage ich interakcje z innymi surowcami far-
maceutycznymi, a w szczegolnosci takze ich wptyw na
koncowg postac leku i szybkos¢ jego uwalniania. W tych
wiasnie zaleznos$ciach, stosunkowo niedawno dostrzezono
szanse na wykorzystanie mineratéw ilastych w systemach
kontrolowanego dostarczania lekéw. Obecnie jest to jeden
z najbardziej obiecujgcych i najszerzej badanych obszaréw
wykorzystania mineratow ilastych.

Badania interkalacji leku w strukturze niemodyfikowane-
go i modyfikowanego montmorillonitu oraz wywotany przez
nie wptyw na sposoéb i szybkos¢ uwalniania leku jest istotnym
tematem z punktu widzenia komfortu leczenia pacjenta
i mozliwosci podawania leku w konkretne miejsce organizmu
i w ilosci zapewniajgcej dtugotrwate i celowe leczenie oraz
jego zoptymalizowane koszty. Rosngce zainteresowanie
naukowcow, lekarzy oraz firm farmaceutycznych nowymi
rozwigzaniami materiatowymi na potrzeby MDDS stwarza
duze mozliwosci wykorzystania unikatowych cech minera-
tow ilastych.

Podziekowania

Praca zostata wykonana w ramach $rodkéw finanso-
wych przeznaczonych na dziatalno$c¢ statutowg Akademii
Gorniczo-Hutniczej Wydziatu Inzynierii Materiatowej
i Ceramiki (11.11.160.617).

Not only drugs, but also vitamins were investigated in the
context of itercalation in the clay minerals-based systems.
Exemplary research was done among others on the inter-
calation of Vitamin B, which has a significant impact on the
energy metabolism of the cell, and as all the vitamins is not
synthesized by the body and must be therefore supplied
from outside. The results have shown that both natural and
synthetic montmorillonite confirmed its capability to be the
carrier for vitamin B, [45-47].

Summary

Controlled drug delivery technologies represent one of
the fastest growing areas of science. At the current level of
development in medicine and pharmacy, special emphasis
is placed not only on the effectiveness of drug therapy, but
also on minimization of the side effects of drugs, adminis-
tered either orally, intravenously, and topically in the form
of implants or in their presence.

The use of clay minerals as excipients in pharmaceuti-
cal formulations, must take into account their interactions
with other pharmaceutical materials, and in particular their
impact on the final form of the drug and its release rate.
In the light of these interactions, the possibilities for use of
clay minerals in controlled drug delivery systems have been
recognized relatively recently. Today, it is one of the most
promising and most widely studied areas for application of
clay minerals.

Research on the intercalation of the drug in the structure
of unmodified and modified montmorillonite and the impact
on the manner and rate of drug release has become an
important subject from the perspective of comfort of the
patient’s treatment and the possibility of administering
the drug in a specific place of the body and in an amount
that provides long lasting and targeted treatment and its
optimized costs. The growing interest of scientists, medical
doctors and pharmaceutical companies with new material
solutions for the MDDS eventually has provided greater
opportunities to make use of the unique features of clay
minerals.
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PRZEMIANA FAZOWA
ROZTWOROW CHLORKU
CHITOZANU JAKO
POTENCJALNEGO MATERIALU
DO ZASTOSOWAN W INZYNIERII
BIOMEDYCZNEJ
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Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki badar reologicznych
roztworéw chlorku chitozanu formujgcych zele pod
wptywem wzrostu temperatury. Miaty one na celu
wyznaczenie podstawowych parametrow okre$lajg-
cych przemiane fazowg: temperature zelowania oraz
energie potrzebng do przeprowadzenia tej przemiany.
Prace te sg istotne z uwagi na mozliwo$¢ zastoso-
wania takich uktadéw jako skafoldow do hodowli
komorkowej bgdz nosnikéw lekéw umozliwiajgcych
ich wprowadzanie do tkanki zmienionej chorobowo
drogg iniekcji. Badania wykonano dla chitozanéw
0 réznym pochodzeniu: crab, shrimp i r6znej masie
czgsteczkowej. Dla kazdego z chitozandéw przepro-
wadzono badania roztworéw chlorku chitozanu bez
oraz z dodatkiem disodowej soli B-glicerofosforanu
(B-NaGP). Punkt przemiany fazowej wyznaczano za
pomocg pomiarow zmian wtasciwo$ci reologicznych
prowadzonych w uktadzie stozek-ptytka reometru
rotacyjnego. Ponadtfo wyznaczono zmiany warto$ci
pH roztworow oraz zmiane modutoéw: zachowawcze-
go G’i stratno$ci G” w funkcji przyrostu temperatury.
Na podstawie wynikow pomiaréw stwierdzono istotny
wptyw pH na temperature punktu zelowania. Przepro-
wadzone pomiary reologiczne pozwolity wyznaczy¢
trzy charakterystyczne obszary procesu zelowania:
(1) obszar cieczy lepkosprezystej, (2) obszar szybkie-
go zelowania, (3) obszar wolnego procesu zelowania
oraz okreslic, w oparciu o model kinetyki krystalizacji
polimeru, energie aktywacji dla obszarow 2 i 3.

Stowa kluczowe: chitozan, hydrozel, punkt zelowa-
nia, przemiana fazowa zol-zel, energia aktywacji

[Inzynieria Biomateriatow 139 (2017) 18-25]

Wprowadzenie

Chitozan jest potkrystalicznym amino-polisacharydem
otrzymanym przez deacetylacje chityny. Zainteresowanie
tym polimerem jest duze a perspektywy stosowania sg na
tyle rozlegte, ze chitozan zostat nazwany polimerem XXI
wieku [1,2]. Budowa strukturalna chitozanu jest zblizona do
budowy celulozy. Réznica wystepuje w pierscieniu pirano-
zowym przy drugim atomie wegla, gdzie w miejscu grupy
wodorotlenowej wystepuje grupa -NH, Ze wzgledu na swoje
wiasciwosci fizykochemiczne chitozan znajduje szerokie za-
stosowanie w procesach oczyszczania sciekdw (wtasciwosci
chelatujgce), przemysle spozywczym oraz biomedycynie —
w procesach tworzenia inteligentnych no$nikow lekow [3,4].

PHASE TRANSITION

OF CHITOSAN CHLORIDE
SOLUTIONS AS POTENTIAL
MATERIAL FOR APPLICATION
IN BIOMEDICAL ENGINEERING

PioTR OwczARz, PATRYK Zibtkowskr*, ZoFIA MODRZEJEWSKA,
MAREK DzIuBINSKI

FAcuLTY oF PROCESS AND ENVIRONMENTAL ENGINEERING,
t.opz UNIVERSITY OF TECHNOLOGY,

213 WoLczaNsKA ST., 90-924 . 6pz, PoLAND

* E-MAIL: PATRYK.ZIOLKOWSKI@DOKT.P.LODZ.PL

Abstract

The paper presents the results of rheological study
on chitosan chloride solutions, forming gels under the
influence of increased temperature. lts aim was to
establish the basic parameters specifying phase trans-
ition: gelation temperature and the energy needed for
conducting this transition. This study is significant due
to the possibility of applying such systems as scaf-
folds for tissue engineering or drug delivery systems.
The research was conducted for chitosans of various
origin: crab, shrimp and of various molecular weights.
For each chitosan, research was conducted in two
variations of the solutions of chitosan chloride, with
or without the addition of B-Glycerophosphate diso-
dium salt (B-NaGP). The phase transition point was
estimated by measurements of rheological properties,
conducted in a cone-plate system of a rotational rheo-
meter. Moreover, the pH value of the solutions and the
evolution of storage modulus G’ and loss modulus G”
in the function of temperature increase were determi-
ned. Based on the measurements results a significant
impact of pH on the gelation point temperature was
observed. The conducted rheological measurements
allowed to estimate three characteristic regions of
the gelation process: (1) area of viscoelastic liquid,
(2) area of fast gelation, (3) area of a slow gelation
process. Based on the kinetics model of polymer cry-
stallization, the activation energy for regions 2 and 3
was determined.

Keywords: chitosan, hydrogel, gelation point, sol-gel
phase transition, activation energy

[Engineering of Biomaterials 139 (2017) 18-25]

Introduction

Chitosan is a semi-crystalline amino-polysaccharide ob-
tained through deacetylation of chitin. Interest in this polymer
is large, and the perspectives of use so vast that chitosan
has been called a polymer of the 21st century [1,2]. The
structure of chitosan is close to the structure of cellulose.
The difference occurs in the pyranose ring, at the second
carbon atom, where hydroxyl group is replaced by an amine
—NH,. Due to its physicochemical properties, chitosan has
a variety of applications in sewage treatment processes
(chelating properties), food industry and biomedicine — in
processes of creating smart drug delivery systems [3,4].
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Szerokie zastosowanie chitozanu wynika, obok unikal-
nych witasnosci fizyko-chemicznych, réwniez z tatwosci
przeprowadzenia go w formy uzyteczne takie jak proszki,
mikrogranulki, zele, gabki lub membrany.

Chitozan rozpuszcza sie w niskostezonych roztworach
kwasow organicznych i nieorganicznych, w ktérych tworzy
sole z jonami rozpuszczalnika. W srodowisku kwasnym jon
H* zostaje przytgczony do grupy —NH, drugiego atomu wegla
w pierscieniu piranozowym [5,6]. Wiasciwosci chitozanu
ulegajg zmianie z hydrofobowych na hydrofilowe i tworzy
sie uktadu koloidalny, w ktérym tarcuchy polimeru pozostajg
zdyspergowane w osrodku ciggtym — roztworze kwasu.
Uktad taki wykazuje mozliwos¢ przemiany fazowej zol-zel.
Hydrozele chitozanowe mogg formowac sie w wyniku
zwiekszenia stezenia polimeru (zelowanie indukowane
stezeniem) [7,8], poprzez zmiany pH roztworu lub poprzez
jego podgrzewanie [3,4,9-12]. Podczas podgrzewania roz-
tworu, po przekroczeniu najnizszej krytycznej temperatury
roztworu (LCST), nastepuje zmiana budowy tahcucha poli-
meru z kiebka statycznego do postaci liniowej i wytworzenie
wzajemnych oddziatywan pomiedzy grupami funkcyjnymi
tancuchow polimeru (w szczegélnosci grupami —NH,). Punkt
tej przemiany (temperatura punktu zelowania) zalezy od
rodzaju rozpuszczalnika oraz od obecnosci innych sub-
stancji wptywajgcych na pH roztworu (wzrost pH powoduje
obnizenie temperatury przemiany fazowej [9]).

Jednym z najczesciej stosowanych rozpuszczalnikow
chitozanu jest roztwér kwasu chlorowodorowego (HCI).
Dodanie do roztworu chlorku chitozanu disodowej soli
B-glicerofosforanu (B-NaGP) podnosi wartos¢ pH roztwo-
ru. Tak wytworzony uktad koloidalny pozostaje w postaci
zolu w temperaturze pokojowej, ale podlega przemianie
fazowej w stan zelu, po ogrzaniu do okoto 37°C. Mecha-
nizm formowania sie zelu z roztworéw soli chitozanowych
w obecnosci B-NaGP jest w literaturze przedmiotem dys-
kusji, m.in. Chenite [9], Xueying Qiu [10] oraz Lavertu [11]
i Filion [3]. W pracach [3,11] autorzy sugerujg, ze redukcja
pKa chitozanu wywotana dostarczong energig cieplng
powoduje uwolnienie protonéw z czgsteczki chitozanu
(-NH;* < —NH, + H*). Efektem neutralizacji dodatniego
tadunku czasteczki chitozanu jest zanik odpychajgcych sit
elektrostatycznych, czgsteczki polimeru zmieniajg wtasci-
wosci z hydrofilowych na hydrofobowe. Sprzyja to tworzeniu
sztywnego uktadu przestrzennego w wyniku dominacji sit
przyciggania miedzy czgsteczkami polimeru.

Celem pracy byto wytworzenie hydrozeli wrazliwych na
zmiany temperatury z niskostezonych roztworéw chlorku
chitozanu bez oraz zawierajgcych 3-NaGP i opisanie prze-
miany fazowej poprzez wyznaczenie punktu zelowania
i energii aktywac;ji.

Materialy i metody

Do badan hydrozeli chitozanowych zastosowano trzy ro-
dzaje chitozanu. Chitozan firmy Sigma-Aldrich pochodzenia
krabowego, numer produktu 50494, numer Lot 0001424218
(dalej oznaczony jako ‘crab’). Chitozan firmy Sigma-Aldrich
pochodzenia krewetkowego, numer produktu 50494, numer
Lot BCBB5837 (dalej oznaczony jako ‘shrimp’). Chitozan
firmy Fluka o nieokreslonym pochodzeniu i oznaczony
przez producenta jako niskolepki, numer produktu 50949,
numer Lot 1078112 (dalej oznaczony jako ‘fluka’). Podsta-
wowe parametry fizykochemiczne w postaci sredniej masy
czagsteczkowej (Mw) oraz stopnia deacetylacji (DD) dla
poszczegolnych chitozanéw przedstawiono w TABELI 1.
Stopien deacetylacji wyznaczono jako réznice DD = 1 - DA.
Stopien acetylacji (DA) oznaczono metodg miareczkowania.

The wide application of chitosan results, apart from the
unique physicochemical properties, also from the ease of
transforming it into useful forms such as powders, micro-
pellets, gels, sponges or membranes.

Chitosan is solved in low concentrated solutions of organ-
ic and non-organic acids in which it forms salts with solvent
ions. In an acidic environment the H* ion is linked to the —-NH,
group in the pyranose ring [5,6]. Chitosan properties change
from hydrophobic to hydrophilic and a colloidal system is
created in which the polymer chains remain dispersed in
a continuous medium — acid solution. Such a system shows
a possibility for a sol-gel phase transition. Chitosan hydro-
gels may form as a result of increasing the concentration
of the polymer (gelation induced by concentration) [7,8],
through the change of pH of the solution or through heating it
[3,4,9-12]. While heating the solution, after crossing the low-
er critical solution temperature (LCST), a structural change
of the polymer chain from a coil to a line form takes place,
and mutual interactions among the functional groups of the
polymer chains (in particular the —NH, groups) are formed.
The point of this transition (gelation point temperature)
depends on the type of solvents and the presence of other
substances influencing the pH of the solution (pH increase
causes a reduction of the phase transition temperature [9]).

One of the most frequently used chitosan solvents is the
solution of hydrochloric acid (HCI). Addition to the chitosan
chloride solution of B-Glycerophosphate disodium salt
(B-NaGP) increases the pH value of the solution. The col-
loidal system created in this manner remains in the form of
sol at room temperature, but it undergoes a phase transition
into gel after heating to approximately 37°C. The mechanism
of forming a gel from solutions of chitosan salts in the pres-
ence of B-NaGP is the subject of discussion in literature,
e.g. Chenite [9], Xueying Qiu [10], as well as Lavertu [11]
and Filion [3]. In papers [3,11], the authors suggest that
a reduction of chitosan pKa induced by the heat energy
causes the release of protons from the chitosan molecule
(-NH;* & —=NH, + H*). The effect of neutralisation of the
positively charged chitosan molecule is the disappearance
of repulsion electrostatic forces, the polymer molecules
change their properties from hydrophilic to hydrophobic.
This promotes the formation of rigid cross-linked system
as a result of the domination of attraction forces among the
polymer molecules.

The aim of this study was to create hydrogels sensitive
to temperature changes from low-concentration solutions
of chitosan chloride without and containing 3-NaGP and to
describe the phase transition by determining the gelation
point and activation energy.

Materials and methods

For the research on chitosan hydrogels three types of
chitosan were used. Chitosan from Sigma-Aldrich company
from crab shells, product no. 50494, lot no. 0001424218
(further labelled as ‘crab’). Chitosan from Sigma-Aldrich
company from shrimp shells, product no. 50494, lot no.
BCBB5837 (further labelled as ‘shrimp’). Chitosan from
Fluka company of unspecified origin and labelled by the
manufacturer as low-viscous (further labelled as ‘fluka’).
The basic physicochemical parameters as an average mo-
lecular weight (Mw) and the degree of deacetylation (DD)
for chitosans are presented in TABLE 1. The degree of
deacetylation was determined as a difference DD = 1 - DA.
The degree of acetylation (DA) was determined by titration.
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Srednig mase czagsteczkowg (Mw) kazdego z w/w pro-
duktéw oznaczono metodg chromatografii zelowej (GPC/
SEC) z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC) na aparacie firmy KnauerSmartline, wy-
posazonym w analyticalisocratic Pump1000 i DRI detektor
(S-2300/2400, Knauer). Pomiary pH wykonano w termo-
statowanym naczyniu przy uzyciu pH-metru ELMETRON
CP-401, wyposazonego w elektrode do cieczy lepkich
ERH-12-6. Jako rozpuszczalnika uzyto wodnego roztworu
kwasu solnego. Dla kazdego typu chitozanu przygotowano
dwa roztwory z dodatkiem disodowego -glicerofosforanu
(B-NaGP) oraz bez B-NaGP.

Roztwor chitozanu (2,5% wi/v) zostat przygotowany po-
przez rozpuszczenie 0,4 g chitozanu w 16 ml 0,1M roztworu
HCI. Po rozpuszczeniu pojemnik z prébkg przykrywano
(w celu zapobiegania parowaniu) i pozostawiono na 24 h
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie probke umiesz-
czono w temperaturze 5°C na 2 h. Wykonano po dwie probki
roztworéw dla kazdego z rodzajow chitozanu. Do jednej
z nich dodawano przygotowany wczesniej roztwoér 3-NaGP
(2 g B-NaGP w 2 ml wody destylowanej) drugi roztwér po-
zostawiono bez 3-NaGP.

Pomiary wtasciwosci reologicznych roztworéw chitoza-
nowych przeprowadzono w uktadzie stozek-ptytka reometru
rotacyjnego Anton Paar Physica MR 301. Zastosowano
stozek o $rednicy 50 mm i kgcie nachylenia 1°. Ptytka uktadu
pomiarowego wyposazona byta w uktad regulacji tempe-
ratury (ogniwo Peltiera) zapewniajgce doktadng regulacje
zadanej temperatury pomiaru oraz umozliwiajgce sterowa-
nia szybkoscig nagrzewania/chtodzenia badanej prébki.

Witasciwosci lepkie roztwordéw chitozanu okreslono na
podstawie krzywych ptyniecia. Pomiary wykonano w tem-
peraturze 20°C w zakresie szybkosci $cinania od 0,1 s' do
1000 s'. Pomiary wiasciwosci lepkoprezystych niskoste-
zonego roztworu chitozanu dokonano w liniowym zakresie
lepkosprezystosci przy niskiej amplitudzie odksztatcen y
oraz statej czestotliwosci w. Proces zelowania prowadzono
w warunkach nieizotermicznych. Roztwory chitozanu
umieszczano w temperaturze 5°C (temperatura przechowy-
wania probki) w uktadzie pomiarowym reometru. Nastepnie
prébke ogrzewano ze statg szybkoscig 1 K/min — wartos¢
zblizona do szybkosci nagrzewania w organizmie ludzkim.
Podczas procesu zelowania wyznaczono wiasciwosci reo-
logiczne medium. Temperature przemiany fazowej wyzna-
czono na podstawie punktu przeciecia krzywych modutéw
zachowawczego G’ i stratnosci G” (tan 6 = 1).

Wyniki i dyskusja

Na podstawie krzywych ptyniecia, opisanych mode-
lem potegowym Ostwalda — de Waele’a, wyznaczono
wspotczynnik konsystencji K i wspotczynnik ptyniecia n.
Wspétczynniki ptyniecia n przyjmowaty wartosci w zakresie
0,75-0,88 dla probek z dodatkiem B-NaGP oraz wartosci
0,80-0,96 dla probek bez dodatku B-GPNa. Wszystkie
roztwory wykazywaty zatem wtasciwosci zblizone do cieczy
newtonowskiej. Wystepowata natomiast roznica w wartos-
ciach wspoétczynnika konsystencji K pomiedzy probkami
typu ‘fluka’ a pozostatymi. Dla prébek ‘crab’ oraz ‘shrimp’
wartos¢ wspétczynnika konsystencji zawierata sie w prze-
dziale 2,1-2,6 [Pa's"]. Przebiegi krzywych ptyniecia i lepkosci
tych dwdch typow prébek byty bardzo zblizone do siebie.
Dla probek typu ‘fluka’ wspotczynnik konsystencji wahat sie
w przedziale 0,28-0,47 [Pa's"]. Wartosc¢ lepkosci roztworow
typu ‘fluka’ byta o rzad wielko$ci mniejsza w poréwnaniu
do probek typu ‘crab’i ‘shrimp’. Mozna zatem uznac probki
zawierajgce chitozan ‘fluka’ jako nisko-lepkie, natomiast
prébki typu ‘crab’ i ‘shrimp’ okresli¢ jako wysoko-lepkie.

TABELA 1. Masa czasteczkowa oraz stopien
deacetylacji badanych chitozanéw.

TABLE 1. Molecular weight and deacetylation
degree of tested chitosan.

o Srednia masa Stopien
Prébki .
. czagsteczkowa deacetylaciji
chitozanu
) Average Degree of
Chitosan . .
samples molecular weight  deacetylation
Mw [kDa] DD [%]
crab 680 81.8
| shimp 862 83.4 |
| fluka 463 83.2 |

The average molecular weight (Mw) was determined by
gel permeation chromatography (GPC/SEC) with the use
of the high performance liquid chromatography (HPLC)
on a KnauerSmartline company apparatus, equipped
with an analytical isocratic Pump1000 and DRI detector
(S-2300/2400, Knauer). pH measurements were performed
in a thermostatic vessel with a pH-meter ELMETRON CP-
401 equipped with an electrode for viscous liquids ERH-
12-6. Aqueous solution of hydrochloric acid was used as
a solvent. For each type of chitosans two solutions were
prepared with and without B-NaGP.

The chitosan solution (2.5% w/v) was prepared by dis-
persing 0.4 g chitosan in 16 ml 0.1M HCI solution. After
dispersion, the container with the sample was covered
(in order to prevent vaporisation) and left for 24 h at room
temperature. After that time the sample was left at tempera-
ture 5°C for 2 h. Two samples were made for each kind of
chitosan. A previously prepared solution of B-NaGP (2 g
B-NaGP in 2 ml distilled water) was added to one of them,
whereas the other solution was left without B-NaGP.

The measurements of rheological properties of the chi-
tosans solutions were conducted in a cone-plate system
of a rotational rheometer Anton Paar Physica MR 301.
A cone of 50 mm diameter and 1° slope angle was used.
The plate of the measuring system was equipped with
a temperature regulation system (a Peltier cell) ensuring
accurate regulation of the desired measurement tempera-
ture and enabling to steer the speed of heating/cooling the
tested sample.

Viscous properties of chitosan solutions were deter-
mined based on the flow curves. The measurements were
performed at 20°C in the shear rate range from 0.1 s to
1000 s'. The measurements of viscoelastic properties of
low concentrated chitosan solution were made in the linear
range of viscoelasticity at low amplitude of deformations y
and constant angular frequency w. The gelation process
was conducted in non-isothermal conditions. Chitosan so-
lutions were loaded at 5°C (sample storage temperature)
in the measuring system of a rheometer. Next the samples
were heated with a constant speed of 1 K/min — a value
approximate to the heating speed in a human body. Dur-
ing the gelation process the rheological properties of the
medium were determined. Based on the intersection point
of the storage modulus G’ and loss modulus G” curves, the
phase transition temperature was determined (tan & = 1).
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RYS. 1. Wplyw temperatury na wartos¢ pH dla
réznych roztworéw chitozanu.

FIG. 1. Influence of the temperature on the pH
value for different chitosan solutions.

Zmiany wartosci pH dla réznych temperatur roztworéw
przedstawiono na RYS. 1. Z przebiegu tych zmian wynika,
ze istotny wptyw na wartos¢ pH (ilo¢ jonéw H* przytgcza-
nych do grup —NH, chitozanu) ma obecnos¢ B-NaGP. Dla
prébek zawierajgcych dodatek tej soli warto$¢ pH jest prak-
tycznie stata, niezalezna od temperatury, a odczyn roztworu
zblizony do obojetnego (pH ~7). W przypadku roztworéw nie
zawierajgcych B-NaGP, wartosci pH sg nizsze. Najnizsze pH
roztworu uzyskuje sie w przypadku chlorku z niskolepkiego
chitozanu fluka; jest ono zblizone do pH rozpuszczalnika
chitozanu czyli 0.1 M HCI i wynosi okoto 2.5, a zatem praw-
dopodobnie znaczna czesc¢ grup —NH, nie ulegta protonac;i.

Results and discussion

Based on the flow curves described by power law
model of a Ostwald - de Waele the flow consistency in-
dex K and flow behaviour index n were determined. Flow
behaviour index assume values in the range of 0.75-0.88
for the samples with the addition of 3-NaGP and the val-
ues of 0.80-0.96 for the samples without B-NaGP. Thus
all solutions exhibit nature approximating to properties of
a Newtonian fluid. Whereas there is a difference in the
values of flow consistency index between ‘fluka’ sample
and the others. For a ‘crab’ and ‘shrimp’ samples the value
of flow consistency index was in the range 2.1-2.6 [Pa-s"].
The courses of the flow and viscosity curves of these
two types of samples were very similar to each other. For
‘fluka’ samples flow consistency index was within the range
0.28-0.47 [Pa-s". Viscosity values of ‘fluka’ solutions were
an order of magnitude smaller compared to the ‘crab’ and
‘shrimp’ samples. Therefore samples containing ‘fluka’ chi-
tosan can be considered as low-viscous, whereas the ‘crab’
and ‘shrimp’ samples can be described as high-viscous.

The changes in pH values for different temperatures of
solutions are presented in FIG. 1. From FIG. 1 it can be
seen that the pH value (the number of H* ions connected
with =NH, chitosan groups) is significantly influenced by the
presence of B-NaGP. For samples containing an addition of
B-NaGP the pH value is almost constant, regardless of the
temperature, and the pH of the solution is close to neutral
(pH ~7). In the case of solutions not containing B-NaGP,
the pH values are lower. The lowest pH of the solution is
observed for the low-viscous fluka chitosan; its value is ap-
proximately equal to the pH of chitosan solvent, i.e. 0.1 M
HCI and amounts to 2.5. Thus a significant fraction of
—NH, groups was probably not ionized. It suggests
that this chitosan in the solution forms entangled and
rigid coils and access to hydrogen ions is more difficult.
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RYS. 2. Zmiany modutéw zachowawczego G’ i stratnosci G” w funkcji przyrostu temperatury: a) prébki
z dodatkiem B-NaGP, b) probki bez dodatku 3-NaGP.

FIG. 2. The evolution of storage modulus G’ and loss modulus G” as a function of temperature increase: =
a) samples with addition of B-NaGP, b) samples without addition of B-NaGP. P 2
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Sugeruje to, ze chitozan ten wystepuje w roztworze w po-

® o o o o o o stacisztywnych, zwinietych ktebkéw i dostep jonéw wodoru

jest utrudniony. pH roztwordéw chitozanéw o wiekszych ma-
sach czgsteczkowych jest wyzsze niz pH rozpuszczalnika,
co wskazuje, ze do czesci grup —NH, zostaty przytgczone
jony H*, przy czym im wieksza $srednia masa czgsteczkowa
tym pH wyzsze. Wzrost temperatury dla tych roztworéw
powoduje zmniejszenie stopnia dysocjacji pKa, zgodnie
z danymi przestawionymi w literaturze [3,11].

Wptyw temperatury na wtasciwosci reologiczne

Zmiany modutéw zachowawczego G’ i stratnosci G”
w funkgji przyrostu temperatury pokazano na RYS. 2 odpo-
wiednio dla uktadéw z dodatkiem B-NaGP oraz bez. Na wy-
kresach mozna zaobserwowac trzy charakterystyczne regio-
ny. W regionie 1, probki chitozanu przejawiajg zachowanie
typowe dla cieczy lepkosprezystej. W obszarze tym modut
stratnoéci (reprezentujgcy witasciwosci lepkie medium)
dominuje nad modutem zachowawczym (reprezentujgcym
wiasciwosci sprezyste medium). Jednoczesnie wartosci obu
modutéw, a tym samym lepkosci zespolonej zmniejszajg sie
wraz ze wzrostem temperatury i potwierdzajg generalng
zalezno$c¢ spadku lepkosci cieczy ze wzrostem temperatury
[13]. Zgodnie z zaleznoscig Stokesa—Einsteina, wzrasta
wspotczynnik dyfuzji i nastepuje intensyfikacja samoistnego
ruchu molekut wewnatrz roztworu. W regionie 2 wartosci
modutéw zachowawczego i stratnosci gwattownie wzrastajg.
Jest to wynikiem tworzenia sie struktury usieciowanej (zelu).
Obserwuje sie rowniez wzrost dominacji modutu zachowaw-
czego nad modutem stratnosci. Wartos¢ wspétczynnika ttu-
mienia tan(®) = G”/G’ maleje ponizej jednosci. Wtasciwosci
sprezyste zaczynajg przewazac¢ nad wtasciwosciami lepkimi.
Powstata struktura charakteryzuje sie witasciwosciami ciata
statego. W obszarze koncowym (region 3), proces zelowa-
nia przebiega z mniejszg szybkoscig. Wynika to z duzych
wartosci lepkosci medium, spowalniajgcej dyfuzje czgstek.
Charakter powstatej struktury zmienia sie z postaci migkkiej
gumy do postaci szklistej.

Przebiegi krzywych na RYS. 2 wskazujg rowniez roznice
w kinetyce zelowania roztworéw chitozanéw z dodatkiem
B-NaGP oraz bez udziatu tego zwigzku. Pierwszg charak-
terystyczng réznicg sg potozenia punktu zelowania czyli
temperatury przemiany fazowej, ktérg wyznacza punkt prze-
ciecia sie modutow G’i G”. Poréwnujgc dwa typy roztworéw
(z oraz bez B-NaGP) dla poszczegdlnych probek chitozanu
mozna zaobserwowac nizszg temperature zelowania
dla roztworéw zawierajgcych B-NaGP. Jest to zwigzane
z wyzszg wartoscig pH tych roztworéw, poniewaz dodatek
B-NaGP petni role buforu i neutralizuje odczyn prébki (RYS. 1).
W poczatkowej fazie procesu w obu typach roztworéw,
gtébwnym czynnikiem odpowiedzialnym za hydrofilowos$¢
(a tym samym stabilnos¢ roztwordw) jest obecnos¢ dodatnio
natadowanych grup —NH;* w fancuchach chitozanu. Wraz
ze wzrostem temperatury (dostarczania energii) grupy ami-
nowe ulegajg dejonizacji [3,11], ktéra prowadzi do zmiany
charakteru czgsteczek chitozanu z hydrofilowego na hy-
drofobowy. Obecnosc¢ czgstek B-NaGP, ktére w roztworze
wystepujg w postaci zdysocjowanej na jony Na* i B-GPZ,
powoduje szybszg neutralizacje protonéw H* i pozwala sitom
hydrofobowym (odpowiedzialnym za wzajemne przycigga-
nie sie fancuchow polisacharydu — formowaniem sie zelu)
na osiggniecie przewagi. Brak dodatku 3-NaGP utrudnia po-
wstanie oddziatywan miedzy grupami aminowymi chitozanu
i tym samy powoduje podwyzszenie temperatury zelowania
tego typu uktadoéw. Druga zasadnicza réznica w zjawisku
zelowania, miedzy oboma typami roztwordéw, uwidacznia
sie w dynamice przemian w regionie 2. Mozna zaobserwo-
wac gwaltowniejszg przemiane dla roztworéw bez dodatku
B-NaGP w poréwnaniu z roztworami zawierajgcymi bufor.

The pH of solutions from chitosans with greater molecular
weight is higher than the pH of the solvent, which indicates
that H* ions were linked with a part of —NH, groups. The
greater the average molecular weight, the higher the pH.
An increase in temperature for these solutions causes
areduction in the degree of dissociation pKa, in accordance
with the data presented in literature [3,11].

Influence of temperature on rheological properties

The evolution of storage modulus G’ and loss modulus
G” as a function of temperature increase is shown in FIG. 2
for systems with and without the addition of B-NaGP,
respectively. On the graphs three characteristic regions
can be observed. In region 1, the chitosan samples show
a typical behaviour for a viscoelastic liquid. In this area the
loss modulus (representing the viscous properties of the
medium) dominates over the storage modulus (represent-
ing the elastic properties of the medium). At the same time
the values of both moduli, and thus the complex viscosity
decrease with the increase of temperature and confirm the
general dependency of viscosity decrease of liquid with the
temperature increase [13]. In accordance with the Stokes-
Einstein dependency, the diffusion coefficient increases and
next an intensification of self-induced molecule movement
inside the solution takes place. In region 2, the values of
the storage modulus and the loss modulus rise rapidly.
This is a result of the creation of a crosslinked structure
(gel). Anincrease of domination of the storage modulus over
the loss modulus was also observed. The value of the
damping factor tan (8) = G”/G’ decreases below one. The
elastic properties begin to dominate over the viscous prop-
erties. The forming structure is characterized by solid-like
properties. In the final area (region 3), the gelation process
proceeds more slowly. This results from large viscosity
values of the medium, slowing down the diffusion of the
molecules. The character of the forming structure changes
from the form of rubber-like to glass-like form.

The courses of the curves in FIG. 2 also indicate a dif-
ference in the gelation kinetics of chitosan solutions with
and without B-NaGP. The first characteristic difference is
the position of the gelation point, i.e. the phase transition
temperature which is determined by the intersection of
moduli G’ and G”. Comparing the two types of solutions
(with and without B-NaGP) for each chitosan samples,
a lower gelation temperature for solutions containing
B-NaGP can be noticed. This is related to a higher pH value
of these solutions, since the addition of B-NaGP functions
as a buffer and neutralizes the pH of the sample (FIG. 1).
In the initial phase of the process in both types of solutions
the main factor responsible for the hydrophilic properties
(and thus the stability of the solutions) is the presence of
positively charged —NH;*" groups in chitosan chains. With the
increasing temperature (input of energy) the amino groups
are deionize [3,11], which leads to a change of character
of the chitosan molecules from hydrophilic to hydrophobic.
The presence of 3-NaGP molecules which exist in the so-
lution in the form dissociated Na* and 3-GP? ions causes
a faster neutralisation of H* protons and allows the hy-
drophobic forces (responsible for the attraction between
the polysaccharide chains — gel formation) to reach an
advantage. No addition of 3-NaGP makes the interactions
among chitosan amino groups difficult to create and thus
causes an increase in the gelation temperature of this type
of systems. Another basic difference in the gelation phe-
nomenon between the two types of solutions is revealed in
the dynamics in region 2. A more rapid modulus increase for
solutions without the addition of B-NaGP compared with the
solutions containing the buffer can be observed.
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Nieizotermiczna kinetyka zelowania

Analiza zmian warto$ci modutu zachowawczego G’ oraz
zastosowanie modelu kinetyki krystalizacji polimeru, ktéry
jest potgczeniem réwnania Arrheniusa i zaleznosci czasowo-
-temperaturowej pozwalajg wyznaczy¢ energie aktywacji
dla procesu zelowania [14-16]. Dla procesu zelowania,
zachodzgcego przy wzroscie temperatury, réwnanie kinetyki

[14] przyjmuje postac:
1 dG
In ("G ~qt

Ea
) =ik, + (&) (1)

gdzie:
G’ — modut zachowawczy [Pa]
n — rzad szybkosci reakcji
t—czas [s]
ko, — wspotczynnik czestosci Arrheniusa
E, — energia aktywacji procesu [J mol']
R — stata gazowa [J mol' K]
T — temperatura absolutna [K]

Wyktadnik n oznacza wymiar rosngcych krysztatéw r
oraz typ zarodkowania s (n = r + s). Parametr r przyjmuje
wartosci 1, 2 lub 3 odpowiednio dla struktur jedno-, dwu- lub
trzywymiarowych (pret, dysk, sfera), natomiast s przyjmuje
wartos¢ 0 dla uktaddéw z istniejgcymi juz jadrami zarodko-
wymi lub 1 dla uktadéw z rosngcg w czasie iloscig jader
zarodkowych [17]. W obliczeniach przyjeto parametr n = 2
w oparciu o badania przedstawione przez autoréw [18,19],
dotyczgce podobnych uktadéw polimerowych. Wielkosé
dG’/dt w réwnaniu (1) oznacza tzw. szybkos¢ rozwoju struk-
tury. W celu okreslenia wartosci dG’/dt wykonano regresjg
wielomianowg zaleznosci modutu G’ od czasu t, a nastepnie
zrézniczkowano ten wielomian. Wykreslajgc zaleznos¢
In(1/G™ dG’/dt) vs 1/T z nachylenia krzywej wyznaczono
wartos¢ energii aktywacji E, (RYS. 3).

Non-isothermal kinetics of gelation

An analysis of the changes in the values of the storage © @ @ e @ o o

modulus G’ and the use of kinetics model of polymer crys-
tallization which is a combination of the Arrhenius equation
and the time-temperature relationship allow to determine the
activation energy for the gelation process [14-16]. For the
gelation process taking place with a temperature increase,
the kinetics equation [14] takes the following form:

1 de E,
(g g )=hk+(RF) O

where:
G’ — storage modulus [Pa]
n — reaction speed rate
t — time [s]
ko, — Arrhenius frequency coefficient
E, — process activation energy [J mol]
R — gas constant [J mol' K]
T — absolute temperature [K]

Exponent n indicates the dimension of the growing crys-
tals r and the type of nucleation s (n = r + s). Parameter
r assumes values 1, 2 or 3 respectively for one-, two- or
three-dimension structures (rod, disk, sphere), whereas s
assumes value 0 for systems with existing nucleation cores
(predetermined nucleation), or 1 for systems with a nuclea-
tion cores growing with time [17]. In the calculations param-
eter n = 2 was adopted on the basis of research presented
by authors [18,19], regarding similar polymer systems. Value
dG’/dt in the equation (1) is the structure development rate.
In order to specify the term dG’/dt, polynomial regression
was made from data of modulus G’ as a function of time t,
and next this polynomial was differentiated. The relation-
ship In(1/G™ dG’/dt) vs 1/T allows to determine the value
of activation energy E, from the slope of the plot (FIG. 3).
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RYS. 3. Zaleznos¢ czasowo-temperaturowa na wykresie Arrheniusa pozwalajaca wyznaczy¢ energie aktywaciji:
a) probki z dodatkiem B-NaGP, b) prébki bez dodatku B-NaGP.

FIG. 3. The time-temperature relationship on Arrhenius plot enabling to determination of activation energy:
a) samples with addition of B-NaGP, b) samples without addition of -NaGP.
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TABELA 2. Wartosci wyznaczonych energii aktywacji, czasy oraz temperatury zelowania.
TABLE 2. Determined values of activation energy, gelation times and temperatures.

Energia aktywacji / Activation Energy Czas zelowania Temperatura
Prébki chitozanu E, [kJ mol] Gelation time zelowania
Chitosan samples t Gelation temperature
Region 2 Region 3 get [S] T [°C]

crab + B-NaGP 729 283 1329 26.6

crab 1406 661 2909 53.0

shrimp + B-NaGP 910 313 1790 343

shrimp 3302 269 2040 38.5

fluka + B-NaGP 1198 448 1920 36.5

fluka 1916 396 2249 42.0

Na podstawie réwnania (1) wyznaczono energie akty-
wagcji poszczegolnych probek chitozanu dla regiondéw 2 i 3.
Wartosci wyznaczonych energii przestawiono na RYS. 3
oraz w TABELI 2. Dla regionu 2, poréwnanie prébek roz-
tworéw chitozanu tego samego typu w dwoch wariantach
(z dodatkiem i bez B-NaGP) wskazuje, ze formowanie sie
struktury jest bardziej korzystne energetycznie dla roztwo-
réw z dodatkiem stabej zasady (B-NaGP). Poréwnanie war-
tosci energii miedzy obszarami 2 i 3 sugeruje, ze w regionie
3 rozw¢j struktury jest energetycznie tatwiejszy. Jednak jak
wspominano powyzej, proces zelowania w tym regionie jest
silnie ograniczony przez dyfuzje z powodu wysokich warto-
Sci lepkosci roztworu. Potwierdza to duzo nizszy przyrost
AG’ w tym obszarze w poréwnaniu do przyrostow AG’ jakie
zaszty w regionie 2. Wskazuje to réwniez na to, ze region
2 jest kluczowym obszarem w procesie zelowania, pochta-
niajgcym najwiecej dostarczonej energii cieplne;.

Rozpatrujgc korzysci energetyczne, chitozan typu shrimp
w roztworze HCI bez 3-NaGP indukowat najwigkszy koszt
energetyczny (3302 kd/mol). Jednak roztwor z tego chito-
zanu z dodatkiem roztworu stabej zasady wykazywat zna-
€zgco nizsze zapotrzebowanie energetyczne (910 kJ/mol)
dla przemiany fazowej. Roztworem wymagajgcym najmniej
energii aktywacji do sieciowania byt chlorek z chitozanu
crab. Zaréwno w wariancie z dodatkiem B-NaGP, jak
i bez, wartosci energii E, wyniosty odpowiednio 729 kJ/mol
oraz 1406 kJ/mol. Najwiekszej iloSci dostarczonej energii
cieplnej wymagat niskolepki chitozan Fluka. Jest to praw-
dopodobnie spowodowane tym, ze wystepuje w roztworze
w postaci sztywnych zwinigtych ktebkdw, z wigkszoscig grup
hydrofobowych na zewnatrz. Powyzsze sugestie wymagajg
potwierdzenia metodami reologii optycznej np. badaniem
zmian rozproszenia sSwiatta przez czgstki polimeru pod-
czas deformacji mechanicznej (small-angle light scattering
— SALS) lub metodami strukturalnymi (Fourier transform
infrared spectroscopy — FTIR, rentgenowskiej spektrometrii
fotoelektronow — XPS itp.).

Whioski

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono,
ze ukiady koloidalne chlorku chitozanu niezaleznie od za-
wartosci B-NaGP wykazujg przemiane zol-zel pod wptywem
wzrostu temperatury niezaleznie od pochodzenia chitozanu
i jego masy czgsteczkowe;.

Punkt zelowania — temperatura tej przemiany zalezy od
wartosci pH roztworu (stopnia dysocjacji pKa [3,9,11]) oraz
Sredniej masy czgsteczkowej polimeru [12].

Based on the equation (1) activation energy of speci-
fied chitosan samples for regions 2 and 3 was determined.
The determined values of energy are presented in FIG. 3 and
in TABLE 2. For region 2, a comparison of chitosan solutions
samples of the same type in two versions (with and without
the addition of B-NaGP) indicates that the formation of the
structure is more energetically advantageous for solutions
with the addition of a weak alkali (3-NaGP). A comparison
of the energy values between areas 2 and 3 suggests that
in region 3 the development of the structure is energetically
easier. However, as it was mentioned above, the gelation
process in this region is highly restricted by diffusion due
to high viscosity values of the solution. This is confirmed by
a smaller AG’ increase in this area compared with the AG’
increase which took place in region 2. This also indicates that
region 2 is the key area in the gelation process, absorbing
the most input heat energy.

Considering the energetic benefits, the shrimp chitosan
in a solution without 3-NaGP induced the highest energetic
cost (3302 kJ/mole). However, a solution of this chitosan
with the addition of a weak alkali showed a significantly
lower energetic need (910 kJ/ mole) for the phase transi-
tion. The solutions requiring the least activation energy for
crosslinking were the crab chitosan solutions, both in the
version with the addition of 3-NaGP and without it. The
energy values E, were 729 kdJ/mole and 1406 kdJ/mole, re-
spectively. The sample which required the largest amount of
input heat energy was the low viscous fluka chitosan. This
is probably related with the entangled and rigid form of this
chitosan and dominance of hydrophobic groups outside the
chain. The above suggestions need to be confirmed with
optical rheology methods, e.g. light scattering experiments
in polymer molecules during the mechanical deformation
(small-angle light scattering — SALS) or with spectroscopy
methods (Fourier transform infrared spectroscopy — FTIR,
X-ray photoelectron spectroscopy — XPS, etc.).

Conclusions

Based on the conducted research it was stated that
colloidal systems of chitosan chloride, regardless of the
B-NaGP addition, origins and molecular weight, revealed
a sol-gel transition under the effect of a temperature in-
crease.

Gelation point — the temperature of sol-gel transition
depends on the pH value of the solution (degree of dis-
sociation pKa [3,9,11]) and the average molecular weight
of the polymer [12].
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Przemiana fazowa zol-zel chlorku chitozanu podczas
ogrzewania ze statg szybkos$cig narastania temperatury
dokonuje sie w trzech charakterystycznych obszarach:
(1) roztwory przejawiajg zachowania cieczy lepkosprezystej,
(2) proces szybkiego sieciowania w poblizu punktu zelowa-
nia — tworzenie sie struktury miekkiej gumy, (3) proces wol-
nego zelowania przy wysokich temperaturach — formowanie
sie struktury szkliste;j.

Z punktu widzenia zastosowan medycznych, uktady
z dodatkiem stabej zasady (B-NaGP) sg bardziej pozgdane.
Temperatury przemian fazowych tych uktadéw sg zblizone
do temperatury fizjologicznej cztowieka (~37°C) w przeci-
wienstwie do uktadéw bez dodatku B-NaGP, gdzie punkt
przemiany fazowej znacznie przekracza te temperature.

Na podstawie modelu kinetycznego wyznaczono energie
aktywacji procesu zelowania i stwierdzono, ze roztwory
chlorku chitozanu z 3-NaGP do przejscia zolu w zel wy-
magajg znacznie nizszych energii niz analogiczne uktady
bez B-NaG. Najkorzystniejszym energetycznie uktadem byt
roztwor chitozanu krabowego z dodatkiem B-NaGP.

Podziekowania

Praca wykonana w ramach Grantu NCN UMO-2014/15/B/
ST8/02512 pt. ,Badanie kinetyki przemiany fazowej uktadéw
chitozanowych wrazliwych na wzrost temperatury”.

Pismiennictwo

[1] Mochalova A. E., Budruev A. V., Oleinik A. V., Smirnova L. A.:
Thermo and pH-sensitive hydrogels on chitozan base, obtained
with use of diazide of terephthalic acid. Perspektivnye Materialy
5 (2009) 61-65.

Mouanosa A.E., Byapyes A.B., OneiiHuk A.B., CmupHoBa J1.A.:
Tepmo- 1 pH- 4yBCTBUTENbHbIE MMAPOrENN Ha OCHOBE XWUTO3aHa
rony4eHble C UCMONb30BaHNEM Anasnaa TepedTaneBo KUCNOoThbI.
MepcnekTuBHble MaTepuanbl 5 (2009) 61-65.

[2] Ravichandran R., Sundarrajan S., Venugopal J.R., Mukherjee S.,
Ramakrishna S.: Advances in Polymeric Systems for Tissue Engi-
neering and Biomedical Applications. Macromolecular Bioscience
12 (2012) 286-311.

[3] Lavertu M., Filion D., Buschmann M.D.: lonization and Solubility
of Chitosan Solutions Related to Thermosensitive Chitosan/Glyce-
rol-Phosphate Systems. Biomacromolecules 8 (2007) 3224-3234.
[4] Skwarczynska A.: Kompozytowe termowrazliwe zele chito-
zanowe do zastosowan biomedycznych, (rozprawa doktorska)
Politechnika t.6dzka, £.6dz 2014.

[5] Park J. W., Choi K.-H., Park K. K.: Acid-Base Equilibria and
Related Properties of Chitosan. Bulletin of the Korean Chemical
Society 4 (1983) 68-71.

[6] Vachoud L., Zydowicz N., Domard A.: Formation and charac-
terisation of a physical chitin gel. Carbohydrate Research 302
(1997) 169-177.

[7] Hamdine M., Heuzey M.-C., Begin A.: Viscoelastic properties of
phosphoric and oxalic acid-based chitosan hydrogels. Rheologica
Acta 37 (2005) 1-17.

[8] Iversen C., Kjoniksen A. L., Nystrom B., Nakken T., Palmgren O.,
Tande T.: Viscosity of Dilute Aqueous Solutions of Hydrophobically
Modified Chitosan and Its Unmodified Analogue at Different Con-
ditions of Salt and Surfactant Concentrations. Langmuir 13 (1997)
4948-4952.

[9] Chenite A., Gori S., Shive M., Desrosiers E., Buschmann M.D.:
Monolithic gelation of chitosan solutions via enzymatic hydrolysis
of urea. Carbohyd Polym 64 (2006) 419-424.

The processes of sol-gel phase transition of chitosans
chloride solutions under the effect of constant heating rate
revealed in three characteristic regions: (1) the solutions
exhibit the behaviours of a viscoelastic liquid, (2) the process
of fast crosslinking near to the gelation point — creation of a
rubber-like structure, (3) the process of slow gelation at high
temperatures — formation of a glass-like structure.

From the viewpoint of medical use, the systems with the
addition of a weak alkali (3-NaGP) are more desirable. The
phase transition temperatures of these systems are near
to the human body temperature (~37°C) as opposed to
systems without the addition of B-NaGP where the phase
transition point drastically exceeds that temperature.

Based on the kinetics model the activation energy of the
gelation process was determined. It was stated that phase
transition processes of chitosan chloride solutions with
B-NaGP require far lower energy than analogous systems
without B-NaG. The most energetically beneficial system
was the crab chitosan solution with the addition of B-NaGP.

Acknowledgements

The work was conducted within Grant NCN UMO-
2014/15/B/ST8/02512 entitled ‘Research on the kinetics
of phase transition of chitosan systems sensitive to a tem-
perature increase’.

References

[10] Xueying Q., Yuhong Y., Liping W., Shanling L., Zhengzhong Sh.,
Xin Ch., 2011. Synergistic interactions during thermosensitive
chitosan-B-glycerophosphate hydrogel formation. RSC Advances
1(2011) 282-289.

[11] Lavertu M., Filion D., Buschmann M.D., 2008. Heat-Induced
Transfer of Protons from Chitosan to Glycerol Phosphate Produces
Chitosan Precipitation and Gelation. Biomacromolecules 9 (2008)
640-650.

[12] Cho J., Heuzey M.-C., Begin A., Carreau P. J.: Viscoelastic
properties of chitosan solutions: Effect of concentration and ionic
strength. Journal of Food Engineering 74 (2006) 500-515.

[13] Li L., Thangamathesvaran P. M., Yue C. Y., Tam K. C., Hu X,
Lam Y. C.: Gel Network Structure of Methylcellulose in Water.
Langmuir 17 (2001) 8062-8068.

[14] Lopes da Silva J.A., Goncalves M.P., Rao M. A.: Kinetics and
thermal behaviour of the structure formation process in HMP/suc-
rose gelation. International Journal of Biological Macromolecules
17 (1995) 25-32.

[15] Fu J.-T., Rao M. A.: Rheology and structure development during
gelation of low-methoxyl pectin gels: The effect of sucrose. Food
Hydrocolloids, 15 (2001) 93-100.

[16] Ross-Murphy S. B.: The estimation of junction zone size from
gel time measurements. Carbohydrate Polymers 14 (1991) 281-294.
[17] Mclver R. G., Axford D. W. E., Colwell K. H., Elton G. A. H.:
Kinetic study of the retrogradation of gelatinized starch. Journal of
the Science of Food and Agriculture 19 (1968) 560-563.

[18] Cho J., Heuzey M.-C., Begin A., Carreau P. J.: Chitosan and
glycerophosphate concentration dependence of solution behaviour
and gel point using small amplitude oscillatory rheometry. Food
Hydrocolloids 20 (2006) 936-945.

[19] Cho J., Heuzey M.-C., Begin A., Carreau P. J.: Physical Gelation
of Chitosan in the Presence of 3-Glycerophosphate - The Effect of
Temperature. Biomacromolecules 6 (2005) 3267-3275.

25

MATERIALS

G

[
[ ]
[ J
[
[
[
[ J
[ J
[ J
[
[ ]
(]
(]
[ J
[
(]
(]
(]
(]
(]
[ J
[ J
[ J
[ J
(]
(]
[ J
(]
(]
(]
(]
[ J
(]
(]
(]
(]
(]
[ J
(]
[ J
[ J
(]
N

E



26

BADANIE HISTEREZY MECHANI-
CZNEJ SCIEGIEN WIEPRZOWYCH

ANETA LIBER-KNECG*, SyLwia LAGAN

ZAKEAD MECHANIKI DOSWIADCZALNEJ | BIOMECHANIKI,
INSTYTUT MECHANIKI STOSOWANEJ, POLITECHNIKA KRAKOWSKA,
AL. JANA Pawea Il 37, 31-864 Krakow

* E-MAIL: ALIBER@PK.EDU.PL

Abstrakt

Sciegna moga by¢ czasowo lub trwale uszkodzone
w warunkach nadmiernego obcigzenia lub obcigzenia
przytozonego z duzg szybkoscig. Z punktu widzenia
decyzji chirurga istotnym jest przewidywanie intensyw-
nosci uszkodzen $ciegien. Mozna to zrobic¢ poprzez
okreslenie i zrozumienie odpowiedzi mechanicznej
i rodzajow uszkodzen sciegien pod wptywem dziatania
obcigzenia. Jedng z waznych cech Sciegien jest histe-
reza mechaniczna, ktéra okresla zdolnosc¢ Sciegna do
rozpraszania energii, co 0znacza, ze napiecie miesni
nie jest w petni przenoszone na szkielet. Badania
przeprowadzono w celu okre$lenia histerezy mecha-
nicznej w modelu $ciegien wieprzowych w warunkach
cyklicznego obcigzenia w prébie quasi-statycznego
rozciggania. Wykonano dziesie¢ cykli obcigzenia-
-odcigzenia w tescie quasi-statycznego rozciggania
dla trzech pozioméw maksymalnego obcigzenia:
50N, 100 Ni 150 N. Dla kazdego poziomu obcigzenia
zarejestrowano trzy petle histerezy (pierwsza, piata,
dziesigtg) i na ich podstawie obliczono warto$ci energii
dyssypadji i histerezy mechanicznej. Srednie wartosci
energiirozpraszania wyniosty 4,4+0,7mJ, 19,7 +3,7mJ,
23,9 +3,9 mJ odpowiednio dla poziomdw obcigzenia
50, 100i 150 N. Miedzy pigtym a dziesigtym cyklem,
dla ktérych zaobserwowano stabilizacje energii roz-
proszonej, wartosci te wynosity od 22 do 32%, co
stanowito potowe wartosci histerezy dla pierwszego
cyklu. Zaobserwowano wptyw zastosowanych ob-
cigzen na wartoSci, zarébwno energii dyssypacji, jak
i energii zwroconej. Wptywu tego nie zaobserwowano
na warto$c histerezy mechanicznej.

Stowa kluczowe: histereza mechaniczna, $ciegno
wieprzowe, energia dyssypacji, lepkosprezysto$c

[Inzynieria Biomateriatow 139 (2017) 26-30]

Wprowadzenie

Podstawowag rolg Sciegien jest przenoszenie sit skurczo-
wych pomiedzy kosémi w celu generowania ruchu stawow.
Sciegna zbudowane sg z sieci wtdkien kolagenowych
w uwodnionej osnowie z elastyny i proteoglikanéw. Wiékna
kolagenowe nadajg sciegnom wytrzymatosé, podczas gdy
elastyna zapewnia elastycznos¢, tak jak osnowa w mate-
riale kompozytowym. Wtasciwosci mechaniczne wiekszosci
tkanek migkkich, rowniez Sciegien, sg opisane jako niejed-
norodne, anizotropowe, nieliniowe i lepkosprezyste [1,2].

W warunkach nadmiernych obcigzen i ich duzych predko-
$ci, Sciegna moga zosta¢ czasowo lub trwale uszkodzone.
Z punktu widzenia decyzji chirurga istotnym jest przewidy-
wanie intensywnosci uszkodzen sciegien. Mozna to zrobic
poprzez okreslenie i zrozumienia odpowiedzi mechanicznej
i rodzajéw uszkodzen $ciegien pod wptywem dziatania
obcigzenia [1].
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Abstract

Tendons may be temporarily or permanently dama-
ged under conditions of excessive high-rate loading.
It is important for surgery decisions to predict the in-
tensity of tendons injures. It can be done by the deter-
mination and understanding of the mechanical respon-
se and the failure modes of tendons under loading.
One of the important issues concerned with tendons
is mechanical hysteresis, demonstrating the ability of
the tendon to dissipate energy, which indicates that the
muscular tension is not fully transmitted to the skele-
ton. The aim of the study was to determine mechanical
hysteresis of porcine tendons model under cyclic
loading in the quasi-static tensile test. Repeated ten
loading-unloading cycles in the quasi-linear tensile test
were made for three levels of the maximal load: 50 N,
100 N and 150 N. Three hysteresis loops for each
level of load were registered (1%, 5", 10") and used for
calculation the values of energy dissipation and me-
chanical hysteresis. The mean values of energy dissi-
pation were 4.4 £+0.7 mJ, 19.7 £3.7 mJ, 23.9 £3.9 mJ
for load levels 50, 100 and 150 N, respectively.
Between fifth and tenth cycle for which the stabilization
of the mechanical hysteresis was observed, its values
were between 22 and 32%, what was about half of
the hysteresis value for the first cycle. The influence
of the applied loads on the values of both the energy
of dissipation and the returned energy can be seen
but the value of mechanical hysteresis is independent
of load levels.

Keywords: mechanical hysteresis, porcine tendon,
energy of dissipation, viscoelasticity

[Engineering of Biomaterials 139 (2017) 26-30]

Introduction

The primary role of tendons is to transmit contractile
forces between the bones to generate joint movement.
Tendons are composed of a network of collagen fibrils in a
hydrated matrix of elastin and proteoglycans. Collagen fibrils
provide strength to the tendon while elastin provides flex-
ibility as matrix of a composite material. Mechanical behavior
of the most soft tissues, also tendons, is described as inho-
mogeneous, anisotropic, nonlinear and viscoelastic [1,2].

High rate and excessive conditions of a load cause that
tendons may be temporarily or permanently damaged.
It is important for surgery decisions to predict the intensity
of tendons injures. It can be done by the determination and
understanding of the mechanical response and the failure
types of tendons under loading [1]. Many eventual failures
are tensile in nature, so properties under the quasi-static
tension have been the subject of several investigations.
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Wiele ewentualnych uszkodzen sSciegien nastepuje
w wyniku rozciggania, dlatego ocena wtasciwosci pod
wpltywem dziatania quasi-statycznej sity rozciggajacej byta
przedmiotem wielu badan. Dla ludzkiego sciegna Achillesa
w badaniach in vitro, uzyskano warto§¢ modutu Younga
w zakresie od 1 do 2 GPa, natomiast warto$¢ maksymalnego
naprezenia na poziomie okoto 100 MPa. Wyniki uzyskane
in vivo réznig sie znaczgco w poréwnaniu z testami in vitro.
Wartos¢ modutu Younga wynosi od 0,3 do 1,4 GPa, wartos¢
naprezenia zawiera sie pomiedzy 20 i 42 MPa [2].

Jedng z waznych kwestii dotyczgcych Sciegien jest
histereza mechaniczna, ktéra okresla zdolno$¢ sciegna do
rozpraszania energii. Energia dyssypacji oznacza, ze napie-
cie miesni nie jest w petni przenoszone na szkielet. Pomiar
zdolnosci $ciegien do pochtaniania i efektywnego zwracania
energii podczas ruchu pozwala na ocene termicznego znisz-
czenia oraz ilosci energii metabolicznej, ktéra podczas ruchu
moze by¢ zaoszczedzona. Jest to wazne z punktu widzenia
biomechaniki sportu oraz rehabilitacji [1,3-5].

Badania zostaty przeprowadzone w celu okreslenia hi-
sterezy mechanicznej $ciegien wieprzowych w warunkach
cyklicznego obcigzenia realizowanego w tescie quasi-sta-
tycznego rozciggania. Model $ciegna wieprzowego jest po-
wszechnie wykorzystywany w badaniach biomechanicznych
réznych technik rekonstrukcji przeszczepow Sciegien [6].

Materiat i Metody

W badaniach wykorzystano pietnascie sciegien pobra-
nych z kohczyn w petni dorostych $win domowych o masie
okoto 100 kg. Sciegna owinieto w folie polipropylenowa
i zamrozono w temperaturze -18 £2°C do momentu badania
i nastepnie rozmrozono w temperaturze pokojowej (23 +1°C),
jedng godzine przed testem. Srednia $rednica badanych
Sciegien wynosita 6,4 £0,9 mm.

Pierwszym etapem badan byto przeprowadzenie testu roz-
ciggania w celu charakterystyki materiatu. Wtasciwosci me-
chaniczne w tescie statycznego rozciggania zostaty okreslone
przy uzyciu maszyny MTS Insight 50. Prébki zamocowano za
pomoca ptaskich zaciskéw i wydiuzano z predkoscig 5 mm/min.
Dtugos$¢ pomiarowa prébki wynosita 50 mm. Warto$ci ozna-
czonych parametrow mechanicznych: modut Younga oraz
wytrzymato$¢ na rozcigganie, zostaty przedstawione jako
wartosci Srednie z odchyleniem standardowym (X £SD).

Nastepnie wykonano dziesie¢ cykli obcigzenia-od-
cigzenia w tescie quasi-liniowego rozciggania dla trzech
poziomdéw maksymalnego obcigzenia: 50 N, 100 N, 150 N.
Wartosci obcigzenia zostaty dobrane na podstawie wynikéw
testu rozciggania w zakresie odksztatcen sprezystych Scie-
gien $wini. Badanie przeprowadzono przy uzyciu maszyny
MTS Insight 50 ze statg predkoscig wydtuzenia 5 mm/min.
Dtugos¢ poczatkowa probki wynosita 50 mm. Dla kazdego
poziomu obcigzenia zarejestrowano trzy petle histerezy me-
chanicznej (pierwsza, pigta i dziesigtg), ktére wykorzystano
do obliczenia warto$ci:

- energii dyssypacji (powierzchnia petli),

- catkowitej pracy wykonanej podczas rozciggania $ciegna (po-
wierzchnia pod krzywa przy zwiekszajgcym sie odksztatceniu),
- energii zwrdconej (powierzchnia pod krzywg przy zmniej-
szajgcym sie odksztatceniu),

- histerezy mechanicznej (czes¢ energii odksztatcenia, kto-
ra jest rozpraszana poprzez wewnetrzne ttumienie lepkie
w kazdym cyklu wydtuzenia [7]. Zostata ona obliczona jako
stosunek powierzchni petli (energia odksztatcenie rozpro-
szona) do powierzchni pod krzywg obcigzenia (energia
odksztatcenia zuzyta).

Dla kazdego poziomu obcigzenia wykorzystano dwie
probki. Wartosci obliczonych energii zostaty pokazane jako
Srednie z odchyleniem standardowym (X £SD).

For the human Achilles tendon tested in vitro, the value
of Young’s modulus ranges between 1 and 2 GPa, while
the value of the ultimate stress is approximately 100 MPa.
Results obtained in vivo differ significantly in comparison to
the in vitro tests. The value of Young’s modulus is between
0.3 and 1.4 GPa, while the value of the ultimate stress
ranges between 20 and 42 MPa [2].

One of the important issues concerned with tendons
is the mechanical hysteresis, demonstrating the ability of
the tendon to dissipate energy. This energy dissipation
indicates that the muscular tension is not fully transmitted
to the skeleton. The measurement of the tendons ability
to store and efficiently return energy during locomotion,
allows to assess tendons thermal damage and the amount
of metabolic energy that can be saved during locomotion,
what is important for biomechanics of sport or rehabilitation
[1,3-5]. The porcine tendon model is commonly used for
the biomechanical investigation of various reconstruction
techniques of tendon grafts [6].

The study was conducted to determine mechanical
hysteresis of porcine tendons under cyclic loading in the
quasi-static tensile test.

Materials and Methods

Fifteen tendons taken from the lower limbs from fully
mature domestic pigs, weighting approximately 100 kg
were used in this investigation. Tendons were wrapped in
polypropylene foil and frozen at -18 +2°C until the tensile
testing, and then thawed at room temperature (23 £1°C) one
hour prior the experiment. The average diameter of tested
tendons was 6.4 0.9 mm.

First step of the investigations was conducting the tensile
test to characterize the material. The mechanical properties
under the static tension were determined with the use of the
MTS Insight 50 testing machine. The samples were mounted
using flat clamps and they were extended at the speed of
5 mm/min. The measurement base of the samples was 50 mm.
The determined values of mechanical parameters: Young’s
modulus and the tensile strength were shown as the mean
values (nine specimens) with a standard deviation (X £SD).

Then, repeated ten loading-unloading cycles in the
quasi-linear tensile test were made for three levels of the
maximal load: 50 N, 100 N and 150 N. The values of the
load were chosen on the base of the tensile test results,
within the elastic strain limit of the pig’s tendon. The test
was made with the use of MTS Insight 50 testing machine at
a constant rate of elongation 5 mm/min. The initial samples
length was 50 mm. Three mechanical hysteresis loops for
each level of load were registered (1%, 5", 10"") and used
for calculation the value of:

- dissipated energy (the area of the loop),

- total work performed on the tendon during stretching (the
area under curve for increasing strain),

- energy returned (the area under curve for decreasing
strain),

- mechanical hysteresis (the proportion of strain energy that
is dissipated by internal viscous damping in each extension
cycle [7]. It was calculated as the ratio of the area within
the stress-strain loop (strain energy dissipated) to the area
beneath the load portion of the curve (strain energy input).

Two samples for each load level were used. The calcu-
lated values of energies were shown as the mean values
with a standard deviation (X £SD).
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Wyniki i dyskusja

Wartos¢ modutu sprezystosci dla badanych sSciegien
wieprzowych wyniosta 256 +47 MPa, warto$¢ wytrzymatosci
na rozcigganie wyniosta 16,1 +2,2 MPa.

Na RYS. 1 pokazano petle histerezy mechanicznej dla
Sciegien wieprzowych dla trzech pozioméw obcigzenia.
Dla wszystkich pozioméw obcigzenia, powierzchnia petli
histerezy w pierwszym cyklu obcigzenia-odcigzenia byta
znacznie wieksza, ale zmniejszata sie szybko po tym cyklu
i pomiedzy pigtym i dziesigtym cyklem stawata sie prawie
stata, co koreluje ze stanem po kondycjonowaniu Sciegien.
Wartosci energii dyssypacji byly najwyzsze w pierwszym
cyklu obcigzenia-odcigzenia dla wszystkich poziomow
obcigzenia (RYS. 2). Oznacza to, ze w pierwszym cyklu
niska warto$¢ energii pochtonietej podczas odksztatcenia
zostata zwrdcona po tym jak obcigzenie zostato usuniete.
Pomiedzy pigtym i dziesigtym cyklem obcigzenia-odcigzenia
zaobserwowano stabilizacje wartosci energii dyssypaciji.
Srednie warto$ci energii dyssypaciji dla zarejestrowanych
cykli wyniosty 4,4 £0,7 mJ, 19,7 £3,7 mJ, 23,9 £3,9 mJ dla
poziomow obcigzenia odpowiednio 50, 100 i 150 N. Wartosci
energii dyssypacji w pigtym cyklu byty nizsze w przyblize-
niu 0 72, 74 i 77% dla poziomoéw obcigzenia odpowiednio
50, 100 and 150 N w poréwnaniu do pierwszego cyklu.
Wartosci te w dziesigtym cyklu byty nizsze w przyblizeniu
0 77, 80 and 82% dla pozioméw obcigzenia odpowiednio
50, 100 and 150 N w poréwnaniu do pierwszego cyklu.
W przypadku wartosci energii zwréconej podczas odcigze-
nia sciegien, réznice pomiedzy poszczegolnymi cyklami sg
mniej znaczgce (RYS. 3). Réznice w wartosciach energii
wroconej pomiedzy pigtym i dziesigtym cyklem wyniosty
w przyblizeniu 17, 11 i 7% dla pozioméw obcigzenia odpo-
wiednio 50, 100 i 150 N. Pomiedzy pigtym i dziesigtym cy-
klem obcigzenia-odcigzenia, wiekszos¢ energii pochtonietej
podczas odksztatcenia zostata zwrécona, kiedy obcigzenie
rozciggajgce zostato usuniete. Zauwazono wptyw zastoso-
wanego obcigzenia na wartosci, zaréwno energii dyssypacji,
jak i energii zwrdconej. Tego rodzaju zaleznosci nie zaob-
serwowano dla wartosci histerezy mechanicznej (RYS. 4).
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(o) — odksztatcenie (g)) dla sciegien wieprzowych
dla pierwszego, piatego i dziesigtego cyklu obcia-
zenie-odcigzenie i trzech pozioméw obcigzenia.
FIG. 1. Mechanical hysteresis loops (stress (o)
— strain (g)) for porcine tendons for the first, fifth
and tenth cycle of the loading-unloading and three
load levels.

Results and Discussion

The value of Young’s modulus for tested porcine tendons
was 256 +47 MPa, the value of ultimate tensile strength was
16.1 £2.2 MPa.

In FIG. 1 mechanical hysteresis loops for porcine tendons
for three levels of load were shown. For all load levels, the
area of hysteresis loop in the first loading-unloading cycle
is significantly larger, but decays quickly after this cycle and
between fifth and tenth cycle becomes nearly steady, what
corresponds to the preconditioned state of the tendon. The
values of dissipated energy were the highest in the first
cycle of loading-unloading for all levels of load (FIG. 2).
This means that, in the first cycle low value of the energy
stored during stretching was returned after the tensile load
was removed. Between fifth and tenth cycle of the loading-
unloading, the stabilization of value of energy dissipation
was observed. The mean values of energy dissipation for re-
corded cycles were 4.4 £0.7 mJ, 19.7 £3.7 mJ, 23.9+3.9 mJ
for load levels 50, 100 and 150 N respectively. The values
of dissipated energy in the fifth cycle were lower by ap-
proximately 72, 74 and 77% for load levels 50, 100 and
150 N respectively in comparison to the first cycle. These
values in the tenth cycle were lower by approximately 77,
80 and 82% for load levels 50, 100 and 150 N, respectively
in comparison to the first cycle. In the case of the values of
returned energy during unloading of tendons, the differences
between individual cycles were less significant (FIG. 3). The
differences of the returned energy values between first and
fifth cycle were approximately 17, 11 and 7% for load levels
50, 100 and 150 N, respectively. Between fifth and tenth
cycle of the loading-unloading, most of the energy stored
during stretching was returned after the tensile load was
removed. The influence of the applied loads on the values of
both the energy of dissipation and the returned energy can
be seen. For the values of mechanical hysteresis, this kind
of dependency was not found (FIG. 4). The highest values
of mechanical hysteresis were observed in first cycles for all
load levels. The stabilization of the value of the mechanical
hysteresis was observed between fifth and tenth cycles, its
values were between 22 and 32%, respectively, what was
about half of the hysteresis value for the first cycle.
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RYS. 2. Energia dyssypacji dla sciegien w pierw-
szym, pigtym i dzisigtym cyklu obcigzenie-odcig-
zenie dla trzech pozioméw obcigzenia.

FIG. 2. The energy of dissipation for tendons in the
first, fifth and tenth cycle of the loading-unloading
for three levels of load.
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RYS. 3. Energia zwrécona dla sciegien w pierw-
szym, pigtym i dzisigtym cyklu obciazenie-odcig-
zenie dla trzech poziomoéw obcigzenia.

FIG. 3. The returned energy for tendons in the first,
fifth and tenth cycle of the loading-unloading for
three levels of load.

Najwyzsza warto$¢ wartosci histerezy mechanicznej wy-
stepowata w pierwszym cyklu dla wszystkich pozioméw
obcigzenia. Pomiedzy pigtym i dziesigtym cyklem nastapita
stabilizacja wartosci histerezy mechanicznej, jej wartosci
wyniosty odpowiednio od 22 do 32%, co stanowito okoto
potowe wartosci histerezy dla pierwszego cyklu.

Natychmiast po pierwszym cyklu obcigzenia wystgpito
trwate odksztatcenie. Odksztatcenie resztkowe po pierw-
szym cyklu testu wyniosto 0.027/0.077/0.094 dla poziomoéw
obcigzenia odpowiednio 50, 100i 150 N (RYS. 5). Po cyklu
dziesigtym, jego warto$¢ wyniosta 0.035/0.097/0.106 dla
pozioméw obcigzenia odpowiednio 50, 100 i 150 N. Wzrost
wartosci odksztatcenia resztkowego wynika z lepkosprezy-
stego charakteru Sciegien.

Uzyskane wartosci histerezy mechanicznej w pigtym
i dziesigtym cyklu pokrywajg sie z wartosciami histerezy
dla Sciegien ludzkich podanymi przez Maganaris i wsp. [2]
w zakresie od 3 do 38% dla testu rozciggania in vitro oraz
pomiedzy 5i25% dla testéw in vivo. Na podstawie przegladu
literatury, Finni i wsp. [3] podali wartosci histerezy mecha-
nicznej dla wybranych Sciegien zwierzecych pomiedzy 5
i 19% oraz pomiedzy 5 i 40% dla $ciegien ludzkich w warun-
kach in vivo. W badaniach przeprowadzonych dla Sciegien
$wini przez Shadwicka [7], warto$¢ histerezy mechanicznej
byta pomiedzy 17,5 24,5 %. Dla $ciegien szczura, $rednia
wartos¢ histerezy byta na poziomie 14,4% [8]. Zaréwno
dla Sciegien swini jak i szczura, wartosci te byty nizsze niz
uzyskane w tym opracowaniu. Réznice w prezentowanych
wartosciach histerezy mechanicznej sg stosunkowo duze,
co wynika z kilku czynnikow. Najwieksze znaczenie majg
réznice metodologiczne pomiedzy badaniami (mocowanie
Sciegien, przekrdj poprzeczny), anatomiczne miejsce pobra-
nia, starzenie, aktywnos$¢ fizyczna lub jej brak [4].

RYS. 5. Odksztalcenie w funkcji czasu dla sciegien
w pierwszym, piatym i dzisigtym cyklu obciazenie-
-odcigzenie dla trzech pozioméw obcigzenia.

FIG. 5. Strain versus time for porcine tendons in the
first, fifth and tenth cycle of the loading-unloading
for three levels of load.

RYS. 4. Histereza mechaniczna dla sciegien
w pierwszym, piatym i dzisigtym cyklu obcigzenie-
-odciazenie dla trzech pozioméw obcigzenia.
FIG. 4. The mechanical hysteresis for tendons
in the first, fifth and tenth cycle of the loading-
-unloading for three levels of load.

A permanent strain occurred immediately after the first
loading cycle. The residual strain after first cycle of test
was 0.027/0.077/0.094 for the load levels 50, 100 and
150 N, respectively (FIG. 5). After the tenth cycle it was
0.035/0.097/0.106 for the load levels 50, 100 and 150 N,
respectively. The increase in the value of residual strain
results from the viscoelastic nature of tendons.

Obtained values of mechanical hysteresis in fifth and
tenth cycle are in agreement with hysteresis values given
by Maganaris et al. [2] for isolated human tendons in the
range between 3 and 38% in tensile testing in vitro and
between 5 and 25% in testes in vivo. Finni et al. [3] based
on literature review, reported that the hysteresis values
were between 5 and 19% for selected animals tendons and
between 5 and 40% for human tendons tested in vivo. The
investigation conducted on pig’s tendons by Shadwick [7]
showed the value of the mechanical hysteresis between 17.5
and 24.5%. For rat tendons the mean value of hysteresis
was 14.4% [8]. Both for pig and rat tendons, these values
were lower than presented in this study. The differences in
reported mechanical hysteresis values are quite large due
to many factors. The most significant factors are inter study
methodological differences (tendon gripping, cross-sectional
area), anatomical site, ageing, disuse or physical activity [4].
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Whioski

Badania histerezy mechanicznej $ciegien wieprzowych
pokazaty, ze cykliczne obcigzenie Sciegien powoduje po-
chtanianie energii przez nie oraz niezaleznos$¢ wartosci
histerezy od wartosci zastosowanego obcigzenia. Histereza
mechaniczna badanych Sciegien byta pomiedzy 22 i 32%,
co jest zgodne z niektorymi wynikami badan dla Sciegien
ludzkich [3-4]. Relatywnie niska wartos¢ histerezy mecha-
nicznej oznacza, ze wiekszosc¢ energii sprezystej, ktora jest
pochtonieta podczas rozciggania zostaje zwrécona zaraz
po usunieciu obcigzenia. Mechanizm zwracania energii
w Sciegnach pozwala na zaoszczedzenie energii metabo-
licznej podczas ruchu [9].

Badania histerezy mechanicznej dajg mozliwosc¢ lepsze-
go zrozumienia biomechaniki $ciegien oraz dostarczajg da-
nych do modelowania i przewidywania zachowania $ciegien
w warunkach obcigzenia cyklicznego.

Podziekowania

Praca zrealizowana w ramach dziatalnoSci statutowej
M-1/6/2016/DS.
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Conclusions

The investigation of mechanical hysteresis of porcine
tendons showed that the cyclic loading of the tendons re-
sulted in elastic energy storage and the value of hysteresis
independence of the value of applied load on tendons.
Tested porcine tendons exhibited mechanical hysteresis
between 22 and 32%, what is with good agreement with
some results taken from the literature for human tendons
[3-4]. Relatively low value of mechanical hysteresis means
that most of the elastic energy stored during stretching is
returned once after the tensile load is removed. Mechanism
of energy provision in tendons allows to save metabolic
energy during locomotion [9].

Mechanical hysteresis experiments give the possibility of
a better understanding of tendons biomechanics and provide
data for modeling and predicting the tendons behavior under
the cyclic loading conditions.

Acknowledgement

The work was realized due to statutory activities
M-1/6/2016/DS.

References

[6] Janjic N., Ninkovic S., Harhaji V., Stankovic M., Savic D., Milan-
kov M.: Biomechanical properties of porcine tendon, ICET-2013,
paper no. T.1-1.9, 1-4.

[7] Shadwick R.E.: Elastic energy storage in tendons: mechanical
differences related to function and age. Journal of Applied Physio-
logy 68(3) (1990) 1033-1040.

[8] Eliasson P., Fahlgren A., Pasternak B., Aspenberg P.: Unloa-
ded rat Achilles tendons continue to grow, but lose viscoelasticity.
Journal of Applied Physiology 103 (2007) 459-463.

[9] Maffulli N., Renstrom P., Leadbetter W.B.: Tendon Injures. Basic
Science and Clinical Medicine, Springer (2005) 14-21.

Z ommm® 0 00000 0000000000000 000006000000060000000000

L



Biomateriaty — Materiaty dla Medycyny

l J STUDIA PODY/RPLOWNIOWIE
AGH 2017/2018

Organizator: Adres:

Akademia Gorniczo-Hutnicza 30-059 Krakow, Al. Mickiewicza 30

im. Stanistawa Staszica w Krakowie Pawilon A3, p. 208, 210 lub 501

Wydziat Inzynierii Materiatowej i Ceramiki tel. 12 617 44 48, 12 617 23 38, fax. 12 617 33 71
Katedra Biomateriatow email: epamula@agh.edu.pl; krok@agh.edu.pl
Kierownik: prof. dr hab. inz. Elzbieta Pamuta http://www.agh.edu.pl/ksztalcenie/oferta-ksztalcenia/
Sekretarz: dr inz. Matgorzata Krok-Borkowicz studia-podyplomowe/biomaterialy-materialy-dla-medycyny/
Charakterystyka:

Tematyka prezentowana w trakcie zaje¢ obejmuje przeglagd wszystkich grup materiatéw dla zastosowan medycznych:
metalicznych, ceramicznych, polimerowych, weglowych i kompozytowych. Stuchacze zapoznajg sie z metodami projek-
towania i wytwarzania biomateriatéw a nastepnie mozliwosciami analizy ich wtasciwosci mechanicznych, wtasciwosci fi-
zykochemicznych (laboratoria z metod badan: elektronowa mikroskopia skaningowa, mikroskopia sit atomowych, spek-
troskopia w podczerwieni, badania energii powierzchniowej i zwilzalnosci) i wtasciwosci biologicznych (badania: in vitro
i in vivo). Omawiane sg regulacje prawne i aspekty etyczne zwigzane z badaniami na zwierzetach i badaniami klinicznymi
(norma EU ISO 10993). Stuchacze zapoznajg sie z najnowszymi osiggnieciami w zakresie nowoczesnych nosnikéw lekéw,
medycyny regeneracyjnej i inzynierii tkankowej.

Sylwetka absolwenta:

Studia adresowane sg do absolwentéw uczelni technicznych (inzynieria materiatowa, technologia chemiczna), przyrodni-
czych (chemia, biologia, biotechnologia) a takze medycznych, stomatologicznych, farmaceutycznych i weterynaryjnych,
pragnacych zdoby¢, poszerzy¢ i ugruntowac wiedze z zakresu inzynierii biomateriatéw i nowoczesnych materiatéw dla me-
dycyny. Stuchacze zdobywajg i/lub pogtebiajg wiedze z zakresu inzynierii biomateriatéw. Po zakonczeniu studiow wykazujg
sie znajomoscig budowy, wtasciwosci i sposobu otrzymywania materiatéw przeznaczonych dla medycyny. Potrafig anali-
zowac wyniki badan i przektadac¢ je na zachowanie sie biomateriatu w warunkach zywego organizmu. Ponadto stuchacze
wprowadzani sg w zagadnienia dotyczgce wymagan normowych, etycznych i prawnych niezbednych do wprowadzenia
nowego materiatu na rynek. Ukonczenie studiow pozwala na nabycie umiejetnosci przygotowywania wnioskéw do Komisji
Etycznych i doboru metod badawczych w zakresie analizy biozgodnosci materiatéw.

Zasady naboru:

Termin zgtoszen: od 20.09.2017 do 20.10.2017 (liczba miejsc ograniczona - decyduje kolejno$¢ zgtoszen)
Wymagane dokumenty: dyplom ukonczenia szkoty wyzszej

Osoby przyjmujgce zgtoszenia:

prof. dr hab. inz. Elzbieta Pamuta (pawilon A3, p. 208, tel. 12 617 44 48, e-mail: epamula@agh.edu.pl)

dr inz. Matgorzata Krok-Borkowicz (pawilon A3, p. 210, tel. 12 617 23 38, e-mail: krok@agh.edu.pl)

mgr inz. Krzysztof Pietryga (pawilon A3, p. 501, tel. 12 617 47 44, pietryga@agh.edu.pl)

Czas trwania: Optaty: 2 600 z
2 semestry (od XI 2017 r. do VI 2018 r.)
8 zjazdow (soboty-niedziele) 1 raz w miesigcu




XIII Ogodlnopolska Konferencja Naukowa

TYTANIJEGO STOPY

XIII

Ti

2017

24 - 27 wrzesnia 2017 r.
Jandw Podlaski

www.ti2017.pollub.pl

POLITECHNIKA LUBELSKA Komitet Organizacyjny Konferencji
WYDZIAL MECHANICZNY prof. dr hab. Barbara Surowska - Przewodniczaca
KATEDRA INZYNIERII MATERIALOWE)] dr inz. Krzysztof Patka - Wiceprzewodniczgcy
dr inz. Patryk Jakubczak - Sekretarz
Komitet Nauki o Materiatach Polskiej Akademii Nauk mgr Marta Drozd (biuro)
Polskie Towarzystwo Materialoznawcze dr inz. Monika Ostapiuk
Polskie Stowarzyszenie Biomateriatow mgr inz. Krzysztof Majerski
Oddziat SIMP w Lublinie mgr inz. Konrad Dadej
Terminarz Tematyka Konferencji
20 III 2017 « Struktura i whasciwosci tytanu i jego stopéw

termin zgtaszania uczestnictwa

. . , - Inzynieria powierzchni, zaawansowane
i nadsytania abstraktéw ¥ P :

technologie obrdbki cieplno-plastycznej
3 IV 2017

akceptacja abstraktow | powierzchniowej

» Nowe technologie wytwarzania i przetwarzania

20 IV 2017

ostateczny termin wnoszenia optat tytanu, w tym technologie 3D

30 VI 2017 » Aplikacje tytanu (m.in. w przemysle chemicznym,
termin nadsytania artykutow lotniczym, okretowym, budowlanym i medycynie)
Optaty Konferencyjne Publikacje

Koszt uczestnictwa w konferencji wynosi 2300 zt. Artykuty, po rekomendacji Komitetu Naukowego,

Optata obejmuje: materiaty konferencyjne, zostang opublikowane w czasopismach z listy A oraz
zakwaterowanie, petne wyzywienie w punktowanych czasopismach krajowych m.in.

oraz imprezy towarzyszace. w Engineering of Biomaterials / Inzynieria Biomateriatow.

Mozliwa jest znizka w wysokosci 200 zt
w przypadku zakwaterowania | NE ER

BI® MATERIALS

I N N | ER 1 A BIOMATERIALOW



