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Taman diplomityon tarkoituksena oli tutkia huokoisen komposiitin biohajoavuu-
den alkuvaiheita materiaalin pinnalla. Materiaalista kehitetaén huokoisia, bioha-
joavia kudostukirakenteita la&ketieteellisiin sovelluksiin. Materiaalien pinta-ana-
lyyttisella tutkimuksella pyritdéan selvittdméan biomateriaalin pinnan rakennetta
ja rakenteen muutoksia biohajoavuuden alussa. Téssa tydssa tutkittu materiaali
on poly(L-laktidi-co-kaprolaktoni):n B-trikalsiumfosfaattikomposiittia ja tutkimuk-
sen kohteena on seka ylikriittisella hiilidioksidilla (scCO,) huokoistettuja etta
huokoistamattomia naytteitd. Pinta-analyyttisena tutkimusmenetelmana on kay-
tetty rontgenviritteista fotoelektronispektroskopiaa (XPS) ja naytteiden biohajoa-
minen on toteutettu upottamalla tutkittavat naytteet suunnitelluiksi ajoiksi hydro-
lyysiliuokseen, joka jaljittelee biomateriaalin ymparistdd ihmiskehossa.

Varsinaisten biohajoamisen alkuvaiheiden tutkimusten liséaksi on maari-
tetty materiaalin sopivuutta elektronispektrokooppiseen tutkimukseen seké ront-
genviritteisen fotoelektronispektroskopian vaikutuksia tutkittavan materiaalin
pinnalle. Rontgenséateilyn on todettu muokkaavan materiaalin pintaa ja se on
huomioitava mittauksissa, vaikka se ei merkittavasti rajoitakaan mittauksia.
Tyon tulosten analysoinnissa on kehitetty sovitusparametrit erottamaan kopoly-
meerin eri monomeereista tulevat signaalit.

Taman tyon tutkimuksissa on havaittu, ettd materiaalin biohajoaminen
hydrolyysiliuoksessa kaynnistyy 2 ja 12 viikon valisend aikana. Biohajoamisen
kaynnistyminen voidaan havaita hydroksyyliryhmien suhteellisen pintakonsen-
traation kasvuna ja komonomeerien suhteiden muutoksena. Tulos on biomate-
riaalin ja biologisen ympariston vuorovaikutuksen kannalta hyva, koska tavoit-
teena on biomateriaalin biohajoamisen eteneminen kudoksen kasvun kanssa
samassa tahdissa. Lisdksi pinta-analyyttisissa tutkimuksissa on havaittu, etta (3-
trikalsiumfosfaatti on materiaalissa kopolymeerikalvon peittdméné. Tassa tyds-
sa saavutettujen tulosten avulla voidaan ymmartdd materiaalin pinnan koos-
tumus ja biohajoaminen, ja tulosten avulla materiaalin ominaisuuksia voidaan
parantaa entista biofunktionaalisemmiksi.
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The aim of this Master of Science Thesis was to study initial states of biodegra-
dation of a surface of a porous composite material. Biodegradable tissue scaf-
folds are developed from the composite material for the use in medical
appilications. Surface analytical study of composites aims to investigate surface
chemical states of the biomaterial and changes in the structure at the early
stages of the biodegradation. The studied material in this work is a poly(L-
lactide-co-caprolactone) B-tricalcium phosphate composite and both porous,
supercritical carbon dioxide (scCO,) treated and non-porous samples were
studied. The surface analytical method used in this study was X-ray photoelec-
tron spectroscopy (XPS) and the biodegradation tests of the samples were car-
ried out by incubating the samples for predetermined times in hydrolysis solu-
tion, which simulates body fluid.

In addition to the actual initial stages of biodegradation studies the suita-
bility of the composite for electron spectroscopy and the X-ray irradiation effects
on the sample surface has been determined. It has been found that the X-ray
irradiation modifies the surface of material. This must be taken into account in
experiments eventhough it does not significantly constrain experiments. A fitting
procedure for separating the signals of polylactide and polycaprolactone mon-
omers of the copolymer was developed during analysis of the results.

In this study, it has been found that the biodegradation of studied com-
posite begins between 2 and 12 weeks in hydrolysis. The beginning of biodeg-
radation can be detected from the increase in the relative surface consentration
of hydroxyl groups and changes in comonomer ratio. This result is significant as
the rate of the biodegradation should proceed at similar rate as tissue growth on
the scaffold. In addition, surface-analytical studies show that B-tricalcium phos-
phate is covered with copolymer coating. The obtained results provide under-
standing of the surface composition and biodegradation and the results can be
used to improve the properties of the composite to more biofunctional direction.
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1 JOHDANTO

Biohajoavat polymeeripohjaiset materiaalit ovat viimeisella vuosikymmenelld olleet
merkittdvassa asemassa kudosteknologian sovelluksissa. Esimerkiksi luun vaurioituessa
voi parantuminen ennalleen vaatia leikkauksen, jossa vioittunutta luuta tuetaan ja
korjataan véliaikaisella kudostukirakenteella. Kun lisatty kudostukirakenne on hoitanut
tehtdvansd ja vaurioitunut luu on parantunut, voidaan valiaikainen rakenne poistaa.
Tyonsé tehneen tukirakenteen poistaminen voi vaatia uuden leikkauksen ja siité toipu-
misen. Jotta jalkimmainen kipua aiheuttava leikkaus voidaan valttdd, on kehitetty
materiaaleja, jotka hajoavat samassa tahdissa niiden pinnoille kasvavan uuden kudoksen
muodostumisen kanssa. Tehtdvén tdytettydén ja ihmisen toivuttua synteettinen kudos-
tukirakennemateriaali on hajonnut myrkyttomiksi lopputuotteiksi, jotka ovat poistuneet
kehosta luonnollisia teitd. Lisdksi synteettisen materiaalin hyva biofunktionaalisuus voi
nopeuttaa parantumista. [1, 2]

Hyvin toimiva kudostukirakenne on mekaanisilta ominaisuuksiltaan tehtavaansa
sopiva ja ihmiskeholle taysin haitaton. Lisédksi materiaalin on oltava bioyhteensopiva,
jolloin vuorovaikutus biologisen ympadriston kanssa etenee solujen tarttumiseen asti. Ta-
makadn ei riit4, hyvan kudostukirakennemateriaalin on oltava myos biofunktionaalinen,
jotta se edistéé solujen erilaistumista sovelluksen kannalta tarkeddn suuntaan. Synteet-
tisen materiaalin pitd4d muistuttaa luonnollista materiaalia ja olla esimerkiksi lapihuokoi-
nen, jotta solut voivat tarttua kauttaaltaan materiaaliin. N&diden kaikkien tarpeellisten
ominaisuuksien lisaksi biohajoava kudostukirakenne hajoaa muodostamatta haitallisia
tai myrkyllisia lopputuotteita. Tallaisen ideaalisen synteettisen kudostukirakenteen avul-
la ihmiskeho voi korvata oman vaurioituneen kudoksen. [1]

Lista hyvin toimivan kudostukirakenteen ominaisuuksista on pitka ja vaativa.
Materiaalien kehitys on kuitenkin pitkalla ja vaatimuksiin voidaan vastata. Esimerkiksi
polymeereistd polyesterit ovat biohajoavia ja useimmat myrkyttomid. Lisdksi niiden
biohajoaminen tapahtuu reaktiossa veden kanssa, joten ne voivat hajota myos biologi-
sessa ympaéristossa. Yhden yksittdisen polyesterin ominaisuudet eivat kuitenkaan riita
tayttamaan kaikkia vaatimuksia. Yksittaisen polyesterin ominaisuuksia voidaan muoka-
ta yhdistdmalla polymeeriketjuun myaos toisen polyesterin monomeereja. Nain tuloksena
saadaan kopolymeeri, jonka ominaisuuksia voidaan muokata muuttamalla komonomee-
risuhteita. Usein pelkkd kopolymeerik&én ei ole riittdvd ominaisuuksiltaan, jolloin seos-
tamalla kopolymeeriin esimerkiksi keraamia, voidaan edelleen parantaa mekaanisia
ominaisuuksia ja biofunktionalisuutta. [2, 3]

Materiaalien reaktiot ymparistonsa kanssa tapahtuvat aina rajapinnoilla. Esimer-
kiksi synteettisen kudostukirakenteen vuorovaikutus biologisen ympdriston kanssa ta-
pahtuu materiaalin pinnalla. Talléin pinnan on vastattava ympariston haasteisiin. Mate-
riaalin ominaisuuksien ja biofunktionalisuuden ymmartamiseksi on ymmarrettdva mate-
riaalin pinnan suuri merkitys vuorovaikutuksessa. Kun pinnan kemiallinen ja fyysinen
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rakenne tunnetaan ja pinnalla tapahtuvat ilmiét materiaalin ja ympariston valilla ymmaér-
retadn, voidaan materiaalin ja ympariston vuorovaikutusta ohjata muokkaamalla pintaa.
[4, 5]

Pintailmi6t tapahtuvat pinnalla usein vain uloimpien atomikerrosten vuorovai-
kuttaessa ympaériston kanssa. Pintatieteen tutkimus vaatii materiaalin pinnasta tulevan
signaalin erottamisen sisafaasin signaalista. Téssa ty0ssa tutkittiin biohajoavan kompo-
siitin pinnalla tapahtuvia muutoksia biohajoamisen alkuvaiheissa. Tutkimusmenetelma-
na kaytettiin rontgenviritteista fotoelektronispektroskopiaa, jonka pintaherkkyys perus-
tuu materiaalista emittoituvien fotoelektronien lyhyeen elastisesti kulkemaan matkaan.
Valosahkoisen ilmién mukaan fotoni voi luovuttaa elektronille liike-energiansa, jonka
ansiosta elektroni voi poistua isantaatomin vuorovaikutuksesta. Koska elektronien tilat
atomin sisakuorilla ovat kvantittuneet, emittoituvan fotoelektronin liike-energiasta voi-
daan selvittaa elektronin alkuperdinen sidosenergia. Sidosenergian avulla voidaan maa-
rittdé pinnalla olevat alkuaineet ja niiden vélinen sitoutuminen. [6-8]

Taman tyon tutkimuksen kohteena olevasta komposiittimateriaalista ja sen
pinnalla mahdollisesti tapahtuvista ilmidista kerrotaan luvuissa 2 ja 3. Luvussa 4
esitelladn kaytetty tutkimusmenetelmd, rontgenviritteinen fotoelektronispektroskopia,
johon tydn tutkimukset perustuvat. Naiden tyon tutkimuksen taustalla vaikuttavien
ilmididen ja menetelmén jalkeen kaydaan lapi tyon tutkimuksen suorittaminen luvussa
5. Luvussa 5 on esitelty kdytetty mittauslaitteisto, suoritettu mittaussarja ja mittauksta
tehdyt analyysit. Analysoidut tulokset ja niiden pohjalta tehdyt paatelmat on esitelty
luvussa 6. Lopuksi, luvussa 7, tehddan yhteenveto tyosta ja sen tuloksista.



2 BIOMATERIAALIN PINTA

Materiaali on vuorovaikutuksessa ymparistonsd kanssa materiaalin pinnan vélityksellg,
jolloin pinnan rakenteella ja ominaisuuksilla on suuri rooli materiaalin ja ympériston
vuorovaikutuksen tutkimisessa ja kehityksessa. Tietdmys bioyhteensopivista materiaa-
leista ja niiden valmistuksesta on hyva, joten biomateriaalien kehitys tapahtuukin lahin-
n& biofunktionaalisuuden osa-alueella. Pinnan fysikaalisten ja kemiallisten ominaisuuk-
sien tietdminen on tarkedd, jotta voidaan kehittdd materiaalin vuorovaikutusta ympaéris-
tonsa kanssa funktionaalisempaan suuntaan. Lisaksi pitdd ymmartad ilmiot materiaalin
pinnalla, jolloin vaikuttamalla materiaalin pinnan ominaisuuksiin, voidaan ohjata pin-
nalla tapahtuvia ilmigitd ja sitd kautta myos vuorovaikutusta materiaalin ja ympariston
valilla. Tassé tyosséa on keskitytty huokoisen biomateriaalin biohajoavuuden alkuvaihei-
den elektronispektroskooppiseen tutkimukseen. [2, 9, 10]

Biomateriaalin tarkoitus on usein korvata ihmiskehon osa tai toiminto, jolloin
sen on oltava bioyhteensopiva. Bioyhteensopivuus on suhteellinen kasite ja bioyhteen-
sopivuutta on arvioitava sen perusteella, miten hyvin biomateriaali sopii yhteen biologi-
sen ympariston kanssa lopullisessa sovelluksessa ja miten hyvin sovelluksen odotukset
tayttyvat biomateriaalin bioyhteensopivuuden suhteen. Biologisessa ympéristossa voi
toimia rakenteeltaan toisistaan taysin poikkeavia materiaaleja. Esimerkkeja yleisesti
kaytetyista ladketieteen materiaaleista ovat kulta, silikonikumi, polymeerit, titaani ja
alumiini. Eri kdyttokohteissa korostuvat esimerkiksi erilaisten mekaanisten ominaisuuk-
sien tarpeet, jolloin materiaalivalinta on tehtévéa tarpeiden pohjalta. Téssa tydssa tutkittu
materiaali on kopolymeeria, jossa kahdesta erilaisesta polyesterin monomeerista koos-
tuu polymeeriketju. Kopolymeerin mekaanisia ominaisuuksia seka bioyhteensopivuutta
ja biofunktionaalisuutta solujen kanssa on muutettu seostamalla kopolymeeriin keraa-
mia. Materiaalia, joka koostuu kahdesta tai useammasta yhdisteestd, mutta yhdisteet
erottuvat omina faaseinaan, kutsutaan komposiitiksi. Tassa tyossa kaytetyistd materiaa-
leista kerrotaan tarkemmin luvussa 3. [2, 4, 11-17]

2.1 Pinta-analyyttinen tutkimus

Pinnaksi maaritellddn usein materiaalin uloimmat kerrokset, mutta kasite pinta on myos
suhteellinen. Kiintedn aineen reagoidessa kaasun kanssa vuorovaikutuksessa on usein
vain aivan uloimpien atomikerrosten atomit. Toisaalta esimerkiksi sahkoinen vuorovai-
kutus voi ulottua useiden atomikerrosten syvyyteen eristemateriaalissa. [5] Pinnan
ominaisuuksien tutkimiseen vaaditaan tekniikka, jolla voidaan erottaa materiaalin
uloimmista atomikerroksista tuleva signaali sisafaasin signaalista. Pinnan tutkimuksessa
naiden signaalien erottaminen on térkedd, koska pinnan ominaisuudet eroavat koko



2. Biomateriaalin pinta 4

materiaalin ominaisuuksista. Pinnan atomien ymparisto ei ole kauttaaltaan samaa mate-
riaalia samassa faasissa, kuten materiaalin sisélla on. Tastd johtuen pinta-atomit ovat
sitoutuneet vain niille tyypillisella tavalla eivatka valttdmatta taysin samoin kuin sisa-
faasin atomit. Tamé& ero sitoutumisessa aiheuttaa eroja sisafaasin ja pinnan ominai-
suuksien vilille. [18]

Pinnalle spesifisia ja pinnan reaktiokykyyn vaikuttavia ominaisuuksia ovat esi-
merkiksi: pinnan topografia, kemiallinen koostumus, kemiallinen rakenne, atomiraken-
ne, elektronitilat ja molekyylien vélinen sitoutuminen. Tutkimusmenetelmaa, jolla kaik-
kia edelld lueteltuja ominaisuuksia voitaisiin tutkia, ei ole. Pintatieteen tutkimukseen
yhdistyykin usein monimenetelmaéllisyys. Tama tarkoittaa, ettd saman asian tutkimiseen
hyodynnetdén kahden tai useamman menetelmén antamaa informaatiota. Vertailemalla
eri menetelmisté saatuja tuloksia, voidaan ymmartaa pinnan kayttaytymista syvéllisem-
min ja samalla varmistua, ettd tehdyt paatelmét ovat oikein. Menetelmat eroavat luon-
nollisesti toisistaan, mutta pintatieteen menetelmissa pintaherkkyys vaatii usein tutki-
musolosuhteiden hallintaa. Pintaherkkyyden vaatimat hallitut mittausolosuhteet saadaan
parhaiten toteutettua tyhjidolosuhteissa. Tasta syysta useat pintatieteen menetelmat vaa-
tivatkin tyhjidlaitteiston. [10]

Biomateriaalin tutkiminen vaatii ymmarrysta biologiasta ja materiaaleista ja nii-
den kehittdmisestd, mutta ilmi6t tapahtuvat kuitenkin faasien rajapinnoilla, jolloin pinta-
tieteen ymmarrys on oleellinen osa kattavaa biomateriaalien ja bioyhteensopivuuden se-
ka funktionaalisten pintojen tutkimusta ja kehitysta. [4] Proteiinien ja solujen vuoro-
vaikutus materiaalin kanssa tapahtuu lahinnd muutaman uloimman atomikerroksen
kanssa. Tyypillisilla kemiallisilla tutkimusmenetelmilla on vaikea tutkia vain uloimpia
atomikerroksia, mutta pintatieteen tutkimusmenetelmat mahdollistavat uloimpien atomi-
kerrosten analysoinnin. [19] Tassa ty0ssd pinta-analyyttisenda tutkimusmenetelmana
kaytettiin  rontgenviritteistd ~ fotoelektronispektroskopiaa  (X-ray  Photoelectron
Spectroscopy, XPS, toiselta nimeltddan Electron Spectroscopy for Chemical Analysis,
ESCA) ja projektissa, jonka osana tdma diplomityd tehtiin, pinta-analyyttiset tulokset
yhdistyvat solukokeisiin, materiaalin kehitykseen ja siséfaasista saatuihin tuloksiin.
Luvussa 4 kasitellaan tarkemmin tyossé kéytetty pinta-analyyttinen tutkimusmenetelma.

2.2 Vuorovaikutus biologisen ympaéariston kanssa

Biomateriaalin ja biologisen ympériston vuorovaikutus tapahtuu faasien rajapinnalla.
Kasemo et al. ovat artikkelissaan Implant Surface and Interface Processes [20]
kuvanneen implantin ja biologisen ympadriston vélistd vuorovaikutusta monivaiheisena.
Biologinen ymparisté on monimutkainen ja ilmi6t kiintedn biomateriaalin pinnalla ovat
monivaiheisia. Monivaiheisuudesta huolimatta, ja toisaalta enka juuri siita syystd, pinta
on ratkaisevassa asemassa vuorovaikutuksen ymmarryksessd, tutkimuksessa ja ohjauk-
sessa. Kuvassa 2.1 on esitetty biomateriaalin pinnan, kyseisesséd kuvassa esimerkkina
implantin, ja biologisen ympéristén vuorovaikutus vaihe vaiheelta. Kuvasta on
huomioitava, ettd mittakaava muuttuu kuvasarjan aikana, koska esimerkiksi pinnan
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atomit ja vesimolekyylit kuvasarjan alussa ovat eri kokoluokkaa kuin pinnalle tarttuneet
edellisiin verrattuna suurikokoiset solut kuvasarjan lopussa. [20]

Hydratoituneet Pinnan vesi Pinnalle
Implantin ionit ja hydratoitu- adsorboituneet
pinta-atomit Kat10n1 Anioni neet ionit proteiinit
\
- A
¢ €
A 34 f@ ;
@ - @ °®
A TR
» @ »oe
a) b) c) d)
Kuvan mittakaava muuttuu y 4
Pinnan vesi Solukalvo ja
ja hydratoitu-  kalvoproteiinit Solut implantin
neet ionit ¢ pinnalla

Kuvan mittakaava muuttuu

Kuva 2.1: Implantin ja biologisen ympariston monivaiheinen vuorovaikutus rajapin-
nalla. Mukailtu lahteesta [20].

Lahtokohtana on puhdas implantin pinta, kuten kuvassa 2.1a on esitetty. On
kuitenkin huomioitava, ettd implantin pinta ei séily tdysin puhtaana vaan se kontaminoi-
tuu vaistdmattd. Tyypillisid ilmakehastd perdisin olevia epdpuhtauksia pinnalla ovat hii-
livedyt, sekda orgaaniset ettd epaorgaaniset rikin ja typen yhdisteet. [20] Vaikka
implantin pinta kontaminoituu joka tapauksessa, vaikuttaa kontaminoitumiseen oleel-
lisesti my0ds kyseinen pinta. Esimerkiksi polymeerit, jotka koostuvat tyydyttyneista hiili-
vetyketjuista, reagoivat huomattavasti véhemmén kuin puhdas metallipinta, joka on
reaktiivinen ja kontaminoituu siis herkemmin. Pintoja voidaan myds kasitelld, jolloin
reaktiivisuuteen ja sitd kautta kontaminoitumiseen voidaan vaikuttaa. [21]

Biologiseen ymparistdon istutuksen jalkeen implantin pinta reagoi valittdmasti
veden kanssa. Vesi muodostaa implantin pinnalle yksi- tai kaksikerrosrakenteen, jonka
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rakenne riippuu pinnan atomimittakaavan ominaisuuksista. Vesikerros on esitetty
kuvassa 2.1b ja se voi muodostua kolmella erilaisella tavalla. 1) Mikéli implantin pinta
on hyvin reaktiivinen, vesi dissosioituu pinnalle. 2) Vesi voi myds sitoutua molekyylina
tiukasti pintaan. 3) Mikéli pinta on hydrofobinen, vesi voi sitoutua vain heikosti siihen.
Veden sitoutuminen pintaan on kohdassa kaksi vahvempaa kuin vetysidos ja kohdassa
kolme heikompaa kuin vetysidos. Kohtien 1 ja 2 rakenteiden tapauksessa pinta on
hydrofiilinen ja kohdan kolme rakenteen tapauksessa pinta on hydrofobinen. [20]

Kun pinnalle on muodostunut vesikerros, alkavat pintaan sitoutua myos hydra-
toituneet ionit. Bionesteessa on mm. kloorin ja natriumin ioneita. Kuten vesikerroksen
muodostumiseen, myos ionien sitoutumiseen, vaikuttaa pinnan ominaisuudet. Hydrofii-
liselle ja hydrofobiselle pinnalle muodostuu eri tavalla orientoitunut vesikerros ja myos
ionien spesifinen jarjestdytyminen on erilaista. Kuvassa 2.1c on esitetty hydratoitu-
neiden ionien sitoutuminen pintaan. Kun pinnalle on muodostunut vesikerros ja siihen
sisdltyvat hydratoituneet ionit, alkaa pintaan adsorboitua myos kerros proteiineja.
Implanttia ympéaréiva bioneste siséltdd lukuisia erilaisia proteiineja ja proteiinien
pintaan Kiinnittymistd ohjaa pinnalla oleva kerros vetta ja hydratoituneet ionit. Lisaksi
proteiinikerros muuttuu koko ajan, eli pinnalta poistuu ja siihen sitoutuu uusia proteii-
neja jatkuvasti. Proteiinien sitoutuminen pintaan on esitetty kuvassa 2.1d. [20]

Vasta kun pintaan on muodostunut myds kerros proteiineja, on soluilla mahdol-
lisuus tarttua siihen. Solut voivat siis vuorovaikuttaa vasta monen vaiheen jalkeen imp-
lantin pinnan kanssa. Kuvassa 2.1e on kuvattu pinnalle adsorboituneet proteiinit, seka
solukalvo ja kalvoproteiinien avulla pintaan tarttunut solu. Koska implantin pinnan ato-
maariset ominaisuudet ohjaavat vesikerroksen muodostumista, joka vaikuttaa muodos-
tuneeseen ionikerrokseen ja sitd kautta muodostuneeseen proteiinikerrokseen, voidaan
huomioida, ettd monivaiheisuudesta riippumatta pohjalla olevan pinnan atomaarisilla
ominaisuuksilla on vaikutus pinnalle tarttuviin soluihin. Vaikuttamalla implantin pin-
taan voidaan ohjata lopulta myos solujen kiinnittymista. Lopullinen tilanne solujen tart-
tumisesta pintaan on esitetty kuvassa 2.1f. [20]

2.3 Biomateriaalin pinta ja biohajoavuus

Useiden pinta-analyyttisten tutkimusmenetelmien vaatima tyhjio asettaa tiettyja rajoi-
tuksia mitattaville pinnoille. Esimerkiksi kudoksen peittdm&& biomateriaalin pintaa on
vaikea mitata ja se vaatii erityisjarjestelyja. Tassa ty0ssa tutkituissa ndytteissa ongelmaa
tyhjién kanssa ei ollut, koska néytteet olivat kopolymeerin ja keraamin muodostamaa
komposiittia ja tutkittiin naytteiden biohajoavuuden alkuvaiheita. Diplomityon tutkimus
liittyy laajempaan tutkimusprojektiin, jossa kehitetddn mm. kudostukirakennetta, joka
soveltuisi korvaamaan luuta ihmiskehossa. Kehitettdvan materiaalin tulee hajota taydel-
lisesti samalla, kun ihmiskeho muodostaa oman luusolukon synteettisen kudostukira-
kenteen pinnalle ja lopulta koko synteettisen materiaalin tilalle. Pinta-analyyttisell&
menetelmalla tutkitaan biohajoavassa komposiitissa tapahtuvia muutoksia biohajoavuu-
den alkuvaiheissa.
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Biomateriaalin on oltava ominaisuuksiltaan sopiva niin mekaanisesti, fyysisesti
kuin kemiallisestikin, jotta se voi korvata jonkin osan esimerkiksi ihmiskehosta. Taman
lisaksi se ei saa aiheuttaa ei-toivottuja reaktioita biologisessa ympéristossaan. Talldin
sisafaasin ominaisuuksien lisaksi rajapinnan ominaisuudet ovat todella oleellisia hyvin
toimivassa biomateriaalissa. [12, 22] Pinnan fysikaalisten ja kemiallisten ominaisuuk-
sien liséksi pinnan mikrotopografia vaikuttaa pinnan ja ympéristén vuorovaikutukseen.
Topografian piirteet, jotka ovat pintaan adsorboituvan partikkelin kokoluokkaa, vaikut-
tavat erityisesti adsorboituvan partikkelin ja pinnan vuorovaikutukseen. Proteiinien, jot-
ka ovat yleisesti pienempid kuin 40 nm, ja pinnan vuorovaikutukseen vaikuttavat pro-
teiinien kanssa samaa kokoluokkaa olevat pinnan piirteet kuten kuopat, ulokkeet ja as-
kelmat. Vastaavasti solun, jonka kokoluokka on 20 pum tai vdhemmaén, ja pinnan vuoro-
vaikutukseen vaikuttavat suuremmat pinnan muodot, koska solu on kooltaan proteiinia
isompi. [11, 20]

Kuvassa 2.2 vasemmalla on SEM-kuva (Scanning electron microscopy, SEM,
pyyhkaisyelektronimikroskooppi), jossa on esimerkkind materiaali, jollaista vastaavalle
materiaalille on tehty pinta-analyyttistd tutkimusta tassé tydssa. Rinnakkaisilla néaytteilla
tutkitaan solujen kiinnittymista ja selviytymistd materiaalin pinnalla samoissa aikapis-
teissa. Aikuisen rasvan kantasolujen elamistd on kuvannettu vérjayksen avulla kuvassa
2.2 oikealla. Kuvassa vihrednad kuvantuvat eldvét kantasolut ja punaisena kuolleet, joita
ei kyseissa kuvassa havaita.

Kuva 2.2: Vasemmalla SEM-kuva ty0ssd tutkittua materiaalia vastaavalta mate-
riaalilta ja oikealla kuva samalla materiaalilla kasvavista ihmisen rasvan
kantasoluista. [23]

Pinta-analyyttiselld tutkimuksella ja solututkimuksella saatuja tuloksia voidaan vertailla,
koska aikapisteet, joissa tutkimuksia tehtiin, valittiin samoiksi. Lisaksi materiaalit olivat
samat. Vertailun avulla saadaan kokonaisvaltaisempi kuva biohajoavuudesta, bioyhteen-
sopivuudesta ja biofunktionaalisuudesta kuin saataisiin vain yhdenlaisella tutkimuksella.

2.3.1 Polymeerin pinnan rakenne

Polymeerien ominaisuudet ja myds pintaominaisuudet ovat materiaalille hyvin yksilolli-
set ja eroavat kiderakenteisen materiaalin (esim. metalli) ominaisuuksista seka sisafaa-
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sin etta pinnan osalta [15]. Polymeerin sisafaasin tiheys on ominaisuus, joka saattaa tie-
tyissé tapauksissa vaikuttaa polymeerin pinnan rakenteeseen. Sisafaasin tiheytta voidaan
séadelld muuttamalla polymeerin molekyylimassaa, eli polymeeriketjun pituutta.
Polymeerin molekyylimassa vaikuttaa koko polymeerin sisafaasin jarjestaytymiseen.
Esimerkiksi korkean molekyylimassan polyeteenin jarjestdytyminen siséfaasissa on
suurempaa kuin matalan tiheyden polyeteenin siséfaasin jarjestdytyminen. Néiden sisa-
faasin erojen innoittamana on tutkittu pinnan jarjestaytymista ja on todettu, ettd matalan
tiheyden polyeteenin pinta koostuu mutkittelevista polymeeriketjuista, jotka ovat enem-
man tai véhemman yhdensuuntaisia. Toisaalta korkean molekyylimassan polyeteenin
pinta on jarjestaytynyt Kiteiseksi rakenteeksi. [15] Yleistden voidaan siis todeta, ettd
polymeerimateriaalin siséfaasin tiheys saattaa vaikuttaa pinnan rakenteeseen.

Polymeeriketjun taktisuus on stereoisomerian yksi laji. Stereoisomeria on iso-
merian luokka, jossa kahden isomeerin sidokset ovat samat, mutta sidosten suuntautu-
minen on erilaista isomeerista riippuen. Taktisesti erilaisissa polymeeriketjuissa sivu-
ryhmien suuntautuminen on erilaista. Erot taktisuudessa voivat vaikuttaa polymeerin
pinnan ominaisuuksiin. Mikéli tietty ryhma sijoittuu vuorottain molemmin puolin poly-
meeriketjua, kyseessd on syndiotaktinen rakenne. Isotaktisessa polymeeriketjussa esi-
merkiksi metyyliryhma on sijoittunut aina samalle puolelle ketjua. Isotaktisuutta esiin-
tyy usein korkean Kiteisyyden polymeereilla, joilla sisafaasin tiheys on suuri. Ataktises-
sa polymeeriketjussa sivuryhma sijaitsee satunnaisesti molemmin puolin polymeeri-
ketjua. Polymeerin, jossa on ataktinen rakenne, kiteisyysaste on huomattavasti pienempi
kuin polymeerilla, jolla on isotaktinen rakenne. [15, 21 5.1041]

Erot polymeeriketjun taktisuudessa aiheuttavat eroja myods ketjun muuhun ava-
ruudelliseen rakenteeseen. Jotta taktisuuteen liittyvien sivuryhmien valiset vuorovaiku-
tukset optimoituisivat, polymeeriketju saattaa hakeutua esimerkiksi kierteiseen raken-
teeseen tai siksakrakenteeseen. Taktisuudesta ja sen aiheuttamasta polymeeriketjun ava-
ruudellisesta rakenteesta johtuen tietyt sivuryhmat saattavat suuntautua polymeerin ja
esimerkiksi kaasun rajapinnalle. Tallin kyseisia sivuryhmia on mahdollisesti havait-
tavissa pinta-analyyttisessd tutkimuksessa siséfaasin koostumuksen antamaa hypoteet-
tista madrad enemman pinnalla. [15, 21 5.1041]

Polymeerin sivuryhmien esiintyminen pinnan ja siséfaasin valill4 voi vaihdella
my06s muista kuin taktisuudesta riippuen. Polymeeriketju saattaa jarjestaytya siten, ettd
tietty sivuryhmd suuntautuu kohti rajapintaa. Talloin kyseessd on sivuryhmén
segregaatio. Sivuryhmén segregaatio on seurausta polymeerin energian minimoimisesta,
koska sivuryhmat jarjestaytyvat mielellddn kauas samanlaisista ryhmistd ja niiden
lahekkain saattaminen ja pitdminen vaatii energiaa. Toisaalta segregaatio on myds pin-
nan energian minimoimista. Esimerkiksi pinnan energia voi pienentyd, kun hydrofobi-
nen sivuryhma suuntautuu kohti rajapintaa ja toista faasia. Aivan kuten sivuryhmat,
my06s polymeeriketjun paateryhmat ovat itse ketjusta erottuva ja polymeerin ominai-
suuksiin vaikuttava seikka. Polymeeriketjun paateryhmat saattavat myos suuntautua
kohti pintaa, jolloin niiden pintakonsentraatio on suurempi kuin siséfaasin konsentraa-
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tion pohjalta tehty hypoteesi. Sivu- ja péateryhmat erottuvat itse polymeeriketjusta ja
niill& on usein selva vaikutus polymeerin ominaisuuksiin. [15]

Polymeerista koostuvaa materiaalia voidaan seostaa my6és muilla materiaaleilla.
Seosaineen pienikin osuus sisafaasin koostumuksesta voi muuttaa pinnan ominaisuuksia
tai nakya radikaalina muutoksena pinnan seossuhteissa. Toisaalta myds péinvastainen
tilanne on mahdollinen. Talloin sis&faasin koostumuksen antamaa hypoteettista pinta-
koostumusta lisatyn seosaineen osalta ei havaita. Seosaineen osuus ja kayttdytyminen
riippuu paljon myos kaytetystd yhdisteestd ja tavasta, jolla seostus on tehty. [15] Tassé
tyossa tutkittua kopolymeeria on seostettu keraamilla ja keraamin esiintymiseen
pinnalla on Kiinnitetty huomiota tulosten analysointivaiheessa. Kéytetty kopolymeeri
koostuu kahden esterimonomeerin muodostamasta polymeeriketjusta ja keraami on
trikalsiumfosfaattia. Tdman tydn materiaaleista kerrotaan tarkemmin luvussa 3.

2.3.2 Biohajoava polyesteri

Polymeereja, joiden monomeerit ovat estereitd, kutsutaan polyestereiksi. Polyesterit
ovat vahvoja ja kestéavia, joten ne ovat usein ominaisuuksiltaan ladketieteen sovelluksiin
sopivia. Liséksi esteriryhman kemiallisen rakenteen ansiosta, polyesterit voivat hajota
reagoidessaan veden kanssa. Tama tarkoittaa, ettd hajoaminen voi tapahtua myos biolo-
gisessa ymparistossd, jolloin puhutaan biohajoavuudesta. Biomateriaalien biohajoavuus
on ominaisuus, jonka avulla séastetaan resursseja. Esimerkiksi haavan ompeleiden pois-
tamista ei vaadita, kun lanka hajoaa sopivan ajan kuluttua tehtavansa taytettyaan. Tassa
tyossa kehitteilla olevat kudostukirakenteet, korvaavat esimerkiksi ihmiskehon vaurioi-
tuneen osan ja toimivat tukena samalla mahdollistaen uuden kudoksen kasvun. Bioha-
joava kudostukirakenne toimittaa alussa ihmiskehon osan tehtdvaa, mutta samalla se tar-
joaa ihmiskeholle mahdollisuuden kasvattaa synteettisen materiaalin tilalle omaa kudos-
ta. Synteettinen kudostukirakenne hajoaa samalla, kun keho korvaa sen uusiutuneella
omalla rakenteella. Talloin synteettistd materiaalia ei tarvitse poistaa leikkaamalla. [14]

Esterin hajoaminen tapahtuu aina veden lasna ollessa, mutta hajoamista voidaan
nopeuttaa katalyyteilld, esimerkiksi hapolla tai emakselld. Kuvassa 2.3 on esitetty
esterin hajoamisen mekanismi. Esteri hajoaa alkoholiksi ja karboksyylihapoksi.
Kuvasta 2.3 voidaan havaita, ettd hydroksyyli-ioni vuorovaikuttaa karbonyyliryhmén
hiilen kanssa. Muodostuu epastabiili tetraedritila, jonka seurauksena esteriryhma hajoaa
ja muodostuu karboksyylihappo. Alkoksidi-ioni, eli irronnut hiiliketju ja happi, reagoi-
vat protonin kanssa ja muodostuu alkoholi. Kun kyseessa on esterin sijaan polyesteri, on
hajoamismekanismi tdysin sama, mutta lopputuotteena on kaksi lyhemp&é polyesteri-
ketjua. Lopulta polyesteri hajoaa oligomeereiksi, joissa monomeereja on vain muutama,
tai jopa monomeereiksi asti, ja ndma pilkkoutuneet osat poistuvat luonnollista tieta
kehosta. Polyesterit ovat laéketieteen sovellusten kannalta hyvia biohajoavien kompo-
nenttien materiaaleja, koska hajoamistuotteista mik&én ei ole ihmiskeholle haitallista.
Hajoaminen saadaan siis aikaan biologisessa ymparistossé ja liséksi hajoamisessa eli
muodostu biologiselle ympéristdlle haitallisia tuotteita. [14]
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Kuva 2.3: Laatikossa on esitetty esterin hajoaminen ja alapuolella mekanismi seka
valitilat, joita hajoamisessa muodostuu. Mukailtu lahteesta [14].

Tassa tyossd tutkitaan polyesterimateriaaliin perustuvan kudostukirakenteen
biohajoavuuden alkuvaiheita pinta-analyyttisella menetelméalla. Tyossa tutkittu kopoly-
meeri koostuu kahdesta eri polyesterista, polylaktidista ja polykaprolaktonista. Kahden
eri polyesterin hajoamisen mekanismi on sama, mutta hajoamiseen kuluvaan aikaan vai-
kuttaa polyesterin kemiallinen rakenne, kuten hiiliketju pituus ja sivuryhmien maara
sekd laatu. Seuraavassa luvussa 3 kasitelladn tydssa tutkitut materiaalit yksityiskohtai-
semmin ja samalla esitellaan niiden biohajoavuusominaisuuksia.



3 BIOHAJOAVA KOMPOSIITTI

Komposiittimateriaalissa on kaksi tai useampia aineita, jotka vaikuttavat yhdessa, mutta
erottuvat omina faaseinaan materiaalissa. Yhdistdmall eri aineita voidaan muuttaa ja
parantaa kokonaisuuden ominaisuuksia, kuten kestdvyytta ja yhteensopivuutta solujen
kanssa. [17] Tassa tyossa tutkittu komposiitti koostuu kopolyesterista ja keraamista.

3.1 Kopolymeeri

Kahdesta eri monomeerista koostuvaa polymeeriketjua kutsutaan kopolymeeriksi. Ku-
vassa 3.1 on selvennetty kopolymeerien rakennetta. Vertailun vuoksi kuvassa 3.1a on
esitetty myos polymeerien seos, joka on siis kopolymeereista rakenteeltaan taysin eroa-
va. Polymeerien seoksessa on kahdenlaisia polymeeriketjuja samassa materiaalissa ja
molempien polymeerien polymeeriketjut koostuvat omanlaisistaan monomeereista. Ko-
polymeerissa samassa polymeeriketjussa on kahden tai useammanlaisia monomeereja.

b) DD M DD DD 2
) DM DA DA DA DV 21 22

Kuva 3.1: Erilaisten kopolymeerien rakenne ja vertailuna myds kahden polymeerin
seos. M1 ja M2 viittaavat monomeereihin 1 ja 2, joista kopolymeerit muo-
dostuvat. a) kahden polymeerin seos, b) vuorotteleva kopolymeeri, c)
lohkokopolymeeri ja d) haarautunut kopolymeeri.

Kopolymeerin rakenteesta riippuen se voi olla tilastollinen, vuorotteleva, satunnainen,
lohko- tai haarautunut kopolymeeri (engl. statistical, alternating, random, block, or graft
copolymer). Tilastollisessa kopolymeerissa eri monomeerien vuorottelu tapahtuu jonkin
tilastollisen lain perusteella, vuorottelevassa kopolymeerissa monomeerit sijoittuvat po-
lymeeriketjussa vuorotellen ja satunnaisessa kopolymeerissa monomeerit seuraavat tois-
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taan satunnaisessa jarjestyksessa. Naissé kaikissa kahta tai useampaa monomeeria on
samassa polymeeriketjussa ja niiden vaihtelu on tiheda. Lohkokopolymeerissa polymee-
riketju koostuu kylla kahdenlaisista monomeereista, mutta yhtd monomeeria voi olla
pitkd ketju ja vasta sitten toisen monomeerin muodostama pidempi polymeeriketjun osa.
Haarautuneessa kopolymeerissa eri monomeerit sijaitsevat saman polymeeriketjun eri
haaroissa, jolloin on myos pitkia yhtendisia ketjuja tiettyd monomeeria. [21, 24] Tassa
ty6ssa tutkitaan komposiittimateriaalia, jonka matriisina toimii kopolymeeri, joka koos-
tuu polylaktidista ja polykaprolaktonista. Tyon kopolymeeri on rakenteelta lohkokopo-
lymeeri.

Polylaktidi

Polylaktidi syntetisoidaan maitohaposta. Maitohappo on asymmetrinen eli kiraalinen
molekyyli, joten maitohapolla on kaksi toisistaan eroavaa optista isomeeria: D-maito-
happo ja L-maitohappo. Vastaavat polymeerit ovat poly(L-laktidi) (PLLA) ja poly(D-
laktidi) (PDLA) seka edellisten raseeminen seos poly(DL-laktidi) (PDLLA). T&ssa tyos-
s& kaytetyistda kopolyesterin monomeereista toinen on poly(L-laktidi), eli sen lahto-
tuotteena on L-maitohappo. Homogeenisena polymeerina poly(L-laktidi) on puolikitei-
nen, silla on korkea ominaiskimmomoduuli, hyva vetolujuus ja vahainen laajeneminen.
Lisaksi poly(L-laktidi) on jaykké& polyesteri. Kuvassa 3.2 on esitetty polylaktidin mono-
meeri. [1, 14, 25-27]

CH; m

Kuva 3.2: Polylaktidimonomeeri

Kuten kuvastakin havaitaan, polylaktidimonomeerissa sivuryhméané on metyyli-
ryhmé4, joka lisaé polylaktidin hydrofobisuutta ja amorfisuutta. Taktisuuden seurauksena
metyyliryhman suuntautuminen voi vaihdella suhteessa pintaan, jolloin myés koko po-
lymeerin pintaominaisuudet voivat muuttua. Liséksi sivuryhman segregaation seurauk-
sena polymeeriketju voi kiertyé siten, ettd metyyliryhm& on kohti pintaa tai painvastoin.
Myos talla ilmioll& on vaikutusta polylaktidin pinnan ominaisuuksiin. Polylaktidin ha-
joamisaikaan vaikuttavat puolikiteinen rakenne ja metyyliryhmé& hiiliketjun sivuryh-
mand. Molemmat ominaisuudet pidentavét hajoamisaikaa, koska niiden seurauksena ra-
kenne on tiivis ja vettdhylkiva. Mitd vahemman Kiteisyyttd rakenteessa on sitd nopeam-
min vesi péasee diffundoitumaan polymeerin sisadn. Liséksi hydrofobisuus hidastaa
reaktiota veden kanssa, jonka seurauksena polymeeri hajoaisi. Polylaktidin hajoamis-
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aika on lyhimmillaan 24 kuukautta. Polylaktidi on laajalti kéytossé ladketieteen sovel-
luksissa kuten haavanommellangoissa, kudostukirakenteissa ja ladkeaineenkantajana.
[1, 3, 14, 26, 27]

Polykaprolaktoni

Polykaprolaktoni (PCL) on sovelluksissa yleisesti kéytetty ja tarked polymeerimateriaa-
li. Polykaprolaktonin ominaisuuksista erityisesti osteoinduktiivinen potentiaali, eli kyky
aktivoida ymparoivid kantasoluja erilaistumaan luusolun suuntaan, hidas hajoamis-
nopeus, hyvat mekaaniset ominaisuudet ja lopputuotteiden myrkyttoémyys edistavét po-
lykaprolaktonin kéytettavyytta ladketieteellisissa sovelluksissa. [1] Polykaprolaktoni on
homogeenisena polymeerina puolikiteinen ja sen kiteisyysaste nousee, kun molekyyli-
massa pienenee eli polymeeriketjun pituus lyhenee. Kuvassa 3.3 on esitetty polykapro-
laktonin monomeeri. Kaprolaktonimonomeerissa on viiden hiilen hiiliketju, jonka an-
siosta polykaprolaktoni on elastinen, termoplastinen (lampdmuovattava) ja kevyt.

O

Kuva 3.3: Polykaprolaktonimonomeeri

Seké poly(L-laktidi) ettd polykaprolaktoni hajoavat samalla estereiden hajoamisen me-
kanismilla, joka on esitetty kuvassa 2.3. Polykaprolaktonin hajoamisaika on yli kaksi
vuotta, mutta se riippuu myods kyseessa olevan homogeenisen polykaprolaktonin mole-
kyylimassasta, joka vaikuttaa kiteisyyden kautta hajoamisnopeuteen. [1, 25-27]

Poly(L-laktidi-ko-kaprolaktoni)

Kuten aiemmin on esitelty polyesteri hajoaa hydrolyyttisesti biologisessa ymparistdssé,
eli se on biohajoava. L&&ketieteellisissa sovelluksissa biohajoavuutta hyddynnetéan, kun
luonnollinen kudos korvaa hitaassa prosessissa synteettisen biomateriaalin, jolloin bio-
materiaali hajoaa samalla pois. Hajoamisnopeus on biohajoavien materiaalien tarkea
ominaisuus ja erilaisilla sovelluksilla on erilaisia tarpeita hajoamisnopeuden suhteen. [1]
Polyesterin hajoamisnopeuteen voidaan vaikuttaa, kun yhdistetddn polymeeriketjuun
kahta monomeeria. Kaikissa polyesterin monomeereissa molekyylirakenne on hyvin sa-
manlainen, mutta sivuryhmat ja hiiliketjun pituus vaihtelevat. Kyseiset rakenteelliset
seikat vaikuttavat kuitenkin radikaalisti lopullisen polyesterin molekyylimassaan ja Ki-
teisyyteen, jolloin ne vaikuttavat myds polyesterin ominaisuuksiin kuten hajoamisno-
peuteen. [21] Kun yhdistetddn samaan polymeeriketjuun kahta eri monomeeria, saadaan
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ominaisuuksiltaan uusi polymeeri. Tallin voidaan optimoida entisestddn materiaalin
ominaisuuksia.

Poly(L-laktidi-ko-kaprolaktoni) (PLCL) polyesterid on kéytetty tassa tydssa tut-
kituissa komposiittimateriaaleissa matriisimateriaalina eli materiaalina, jota on jatkuva
faasi ja johon muita materiaaleja voidaan seostaa saavuttaen komposiittimateriaali.
Tyossa tutkituissa naytteissa poly(L-laktidi-ko-kaprolaktoni) on valmistettu suhteella 70
mol-% poly(L-laktidi):a ja 30 mol-% polykaprolaktonia. Polymeerimateriaalin valmista-
jan (Purac Biomaterials, Hollanti) ilmoittama lopullinen seossuhde on 69 mol-%
poly(L-laktidi):a ja 31 mol-% polykaprolaktonia. Kuvassa 3.4 on esitetty poly(L-laktidi-
ko-kaprolaktoni) rakenteen mallikuva.

CH,
|- -nt ~of

Kuva 3.4: Mallikuva poly(L-laktidi):n ja polykaprolaktonin muodostamasta kopoly-
meerista. Kuvassa m kuvaa poly(L-laktidi):n toistuvien yksikkdjen maara, n
polykaprolaktonin ja x toistuvien komonomeeriyksikkdjen maaraa.

Kyseista kopolymeeria ei kéaytetd yhta yleisesti kuin poly(L-laktidia) tai poly-
kaprolaktonia itsenaisend homogeenisena polymeerina. Kopolymeerin ehdoton hyoty on
kuitenkin kahden jo itsendisestikin toimivan polyesterin hyvien ominaisuuksien yhdisty-
minen. Liséksi sédtelemalld monomeerien suhteita voidaan vaikuttaa ominaisuuksiin.
Esimerkiksi poly(L-laktidi-ko-kaprolaktoni):n mekaaniset ominaisuudet, kuten jayk-
kyys, vaihtelevat jaykasta hyvin elastiseen riippuen monomeerien suhteesta [28, katso
55]. Kuten aiemmin on kerrottu, polykaprolaktoni on osteoinduktiivinen; myds poly(L-
laktidi-ko-kaprolaktoni) on osteoinduktiivinen ja soveltuu siten luusovelluksiin. [29, 1,
14, 17, 30]

Huolimatta poly(L-laktidi-ko-kaprolaktoni):n lukuisista hyvistd ominaisuuksista,
se on hydrofobinen, jolloin solujen kiinnittyminen on heikompaa. Tét4 heikkoutta bio-
yhteensopivuudessa voidaan parantaa yhdistamalla poly(L-laktidi-ko-kaprolaktoni):iin
keraamia, jolloin muodostuu komposiittirakenne. Keraamista kopolyesterin seosaineena
on myo6s neutraloivaa hyotyd. Polyesterien hajotessa syntyy alkoholia ja karboksyyli-
happoa, joka happona vaikuttaa ympériston pH-arvoon. Toisaalta happamuus voi toimia
katalyyttind hajoamisreaktiolle, mutta toisaalta siitd voi olla haittaa ympériston kannal-
ta. loniyhdisteiselld keraamilla on siis myds neutraloiva vaikutus polyesterin hajotessa.
[28, 31]
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3.2 Komposiitti

Komposiittimateriaalit tarjoavat lahes loputtomasti mahdollisuuksia materiaalin ominai-
suuksien kehittdmisessa ja muuntelussa. Esimerkiksi polymeereja kaytetaan laajasti 1&a-
ketieteen biomateriaaleissa, mutta usein polymeerien mekaaniset ja biofunktionaaliset
ominaisuudet eivat yksin riitd. Talldin seostamalla polymeeriin sopivaa ainetta, voidaan
muokata ominaisuuksia funktionaalisempaan suuntaan. Seostettavien materiaalien Kirjo
on laaja ja toisaalta sopivan seosaineen loytyessa ominaisuuksiin voidaan vaikutta radi-
kaalistikin seossuhdetta muuttamalla. Tall& tavalla on mahdollista kehittdd biomateriaa-
lien ominaisuuksia entista biofunktionaalisemmiksi. [2, 3]

Poly(L-laktidi-ko-kaprolaktoni) on mekaanisilta ominaisuuksiltaan taipuisa ja
joustava, tastéd syysta itsendisena kopolyesterind se ei sovellu tukirakenteeksi, jonka pi-
taé kantaa painoa. Kuitenkin seostamalla poly(L-laktidi-ko-kaprolaktoni):iin keraamista
tayteainetta, voidaan muuttaa kokonaisuuden mekaanista ominaisuutta kovempaan ja
kantavampaan suuntaan. Tdman tyon komposiittimateriaalissa kopolyesteriin on seostet-
tu trikalsiumfosfaattia. Kuvassa 3.5 on esitetty trikalsiumfosfaatin ioninen rakenne.

O
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Kuva 3.5: Trikalsiumfosfaatin eli TCP:n ionisen rakenteen mallikuva. Trikalsiumfos-
faatin rakennekaava on Cas(PQO,),. [28, katso 1]

Trikalsiumfosfaatti on monilta ominaisuuksiltaan l&hes painvastainen polymeeri-
materiaalille. Keraamit ovat yleisesti kuumuutta kestavid, hauraita, mutta toisaalta kes-
tavia ja epédorgaanisia. Luonnollisen luun koostumuksessa on kalsiumin fosfaatteja, jol-
loin trikalsiumfosfaatin rakenteessa on samankaltaisuutta luonnollisen luun kanssa. Kal-
siumfosfaatti voi hajota biologisessa ympéristossa ja se on myrkyton. Trikalsium-
fosfaatilla on kaksi konformaatiomuotoa a- ja B-muoto, joista B-trikalsiumfosfaatti (p3-
TCP) on parempi vaihtoehto luusovelluksiin, kun huomioidaan osteokonduktiivisuus eli
luun muodostusta edistdva ominaisuus. Yksi oleellisimmista seikoista, miksi trikal-
siumfosfaattia seostetaan kopolymeeriin, on kuitenkin kopolymeerin hydrofobisuuden
muuttuminen hydrofiiliseen suuntaan lopullisessa komposiitissa trikalsiumfosfaatin
ansiosta. Poly(L-laktidi-ko-kaprolaktoni):n ja trikalsiumfosfaatin muodostama kompo-
siitti muistuttaa luuta, jolloin téllaista komposiittia on luonnollista kayttaa luun vali-
aikaisena tukirakenteena samalla, kun keho muodostaa uutta luukudosta. [28, 29]
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3.2.1 Valmistus

Materiaalit timan tyon tutkimuksiin on valmistettu Biol&aketieteen tekniikan laitoksella
Tampereen teknillisessa yliopistossa, josta vastaavaa materiaalia olevia néytteitd toimi-
tetaan myos soluviljelykokeisiin Tampereen yliopiston Bioldaketieteellisen teknologian
yksikkdon Aikuisen kantasolujen tutkimusryhmaan. Kopolymeeri on kaupallisesti tuo-
tettu ja sen valmistaja on Purac Biomaterials Hollannissa. Keraamimateriaali, eli jauhe-
mainen trikalsiumfosfaatti, on hankittu Plasma Biotal Ltd:It4 Isosta Britanniasta. Lahto-
tilanteessa molemmat materiaalit, sekd kopolymeeri ettd -TCP, sdilytettiin jadkaapissa.
[28, 29]

Komposiittimateriaali on valmistettu kaksiruuviekstruusiolla. Siind komposiitin
ainesosat syotetdan lammitettdvan ekstruuderin lapi. Matriisikopolymeeria syotetédédn
granuloina tai pulverina syéttosuppilosta ja komposiitin seosainetta jauheena kahden
sivusyoton kautta. Ekstruuderiin syotettyd ainesta tydnnetaan eteenpdin kahden lomit-
tain pyorivan ruuvin avulla. Ruuvien kierteisyys muuttuu ja tastd syysta sekoitettavaan
materiaaliin kohdistuu kasvava paine ja leikkausjannitys, lisdksi lampotila muuttuu
ekstruuderin lapi kuljettaessa. Komposiitin matriisimateriaali, kopolymeeri, tiivistyy,
sulaa ja homogenisoituu samalla kun siihen sekoittuu trikalsiumfosfaatti. Lopputulokse-
na suuttimesta saadaan komposiittimateriaalia sylinterin muodossa. Sylinteri voidaan
leikata halutun pituisiin ja mallisiin kappaleisiin. [28, 29]

Valmis poly(L-laktidi-ko-kaprolaktoni):n trikalsiumfosfaattikomposiitti pitaa
huokoistaa, jotta rakenne olisi mahdollisimman lahelld luonnollisen luun rakennetta.
Huokoistuksen aiheuttamista muutoksista rakenteeseen ja ominaisuuksiin seka sen tar-
peellisuudesta on kerrottu luvussa 3.2.3. Huokoistus tehdaan ylikriittista hiilidioksidia
(supercritical carbon dioxide, scCO,) kayttaen. Talldin huokoistusprosessi ei jata mate-
riaaliin myrkyllisid jaamid, jotka haittaisivat istutusta ihmiskehoon. Naytemateriaalin,
joka paatyy ihmiskehoon, on oltava myds steriloitavissa. [14, 28, 29]

Biolaaketieteen tekniikan laitoksella komposiittimateriaalin lopullinen koostu-
mus on analysoitu termogravimetrisen analyysin avulla (thermogravimetry analysis,
TGA). Menetelméassd materiaalin massaa mitataan ajan ja lampdtilan funktiona. Talla
tavalla voidaan selvittdd lopullisessa naytemateriaalisylinterissa olevan trikalsiumfos-
faatin maéara. Sylinterit, joiden trikalsiumfosfaatin mééré poikkeaa enintédan kaksi mas-
saprosenttia valmistuksessa kéytetystd méarastd, on otettu myohempaan tutkimus-
kayttoon. Nain ollen voidaan siis olettaa, ettd trikalsiumfosfaatin médrd massaprosen-
teissa on tdman tyon ndytteissd joko 40+2 m-% tai 60+2 m-% riippuen néytteesta. [28,
29]

3.2.2 Biohajoavuus

Biohajoavuuden oleellisimmat seikat lopullisen sovelluksen kannalta ovat biohajoami-
sen nopeus ja lopputuotteiden myrkyttomyys. Biohajoavuuden nopeuden tulee olla sa-
maa luokkaa kuin synteettisen kudostukirakenteen tilalle muodostuvan luonnollisen ra-
kenteen kasvunopeus. Tall6in synteettinen kudostukirakenne hajoaa ja poistuu uudel-
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leen kasvaneen luonnollisen rakenteen tieltd optimaalisessa ajassa. [14] Taulukossa 3.1
on esitetty polylaktidipohjaisten materiaalien biohajoavuuteen vaikuttavat seikat.

Taulukko 3.1: Polylaktidipohjaisten materiaalien biohajoavuuteen vaikuttavat seikat.
Mukailtu lahteesta [32 s. 54].

Molekyylirakenne ja jarjestaytyminen Materiaalin muoto
Molekyylimassa Kappaleen muoto
Taktisuus Ulottuvuudet
Monomeerirakenne Huokoisuus
Paateryhmat Huokosten koko
Haarautuminen
Kiteisyys
Seosaineet

Biohajoaminen on seurausta materiaalin reaktiosta veden kanssa. Tallgin bioha-
joamiseen vaikuttavat kaikki seikat, jotka vaikuttavat reaktioon veden kanssa. Kopoly-
meerin rakenne on ratkaisevassa osassa; eri monomeereilla on erilaisia ominaisuuksia,
jolloin valitut monomeerit ja niiden suhde vaikuttavat suoraan reaktioon veden kanssa.
Liséksi seostettu materiaali, joka yhdessd kopolymeerin kanssa muodostaa komposiitin,
voi vaikuttaa kokonaisuuden biohajoavuuteen. Myds muista rakenteeseen liittyvista sei-
koista, kuten taktisuudesta, sivu- ja paateryhmien segregaatiosta ja seosmateriaalin par-
tikkelien koosta, maarasta ja esiintymisestd, voi tulla kontribuutio biohajoamisen nopeu-
teen. Molekyylimassa ja polymeeriketjun haarautuneisuus vaikuttavat polymeerin sisé-
faasin tiheyteen vaikuttaen samalla komposiitin, jossa polyesteri on matriisimateriaa-
lina, biohajoamiseen. Jopa materiaalin ulkoiset muodot ja ulottuvuudet sekd huokoisuus
ja huokosten koko vaikuttavat reaktioon veden kanssa. Huokoisuutta ja sen vaikutusta
biohajoavuuteen on kasitelty liséa luvussa 3.2.3. [3, 32]

Kuten taulukosta 3.1 voidaan havaita, kiteisyysaste vaikuttaa biohajoavuuteen.
Korkean kiteisyyden polymeerien hiiliketjut ovat jarjestaytyneet, jolloin vesi ei paase
tunkeutumaan jarjestaytyneeseen rakenteeseen yhté helposti kuin matalamman kiteisyy-
den epéjarjestaytyneeseen rakenteeseen. Matalan kiteisyyden polymeerissa hajoaminen
hydrolyysiliuoksessa alkaa useista kohdista materiaalia samanaikaisesti ja siten myos
hajoamisprosessi on nopeampi. Polylaktidi on hyvé esimerkki biohajoavuuden eroista,
jotka johtuvat pelkastddn materiaalin rakenteesta kemiallisen koostumuksen ollessa
sama. Puolikiteinen poly(L-laktidi) hajoaa vasta muutamassa vuodessa, kun taas
raseeminen seos poly(DL-laktidi):a, joka on amorfinen, hajoaa jo 12-16 kuukaudessa.
[1, 14, 33] Amorfiset osat polylaktidista ovat huomattavasti herkempié hydrolyyttiselle
hajoamiselle, kuin Kiteiset osat. [32] Komposiitin seosmateriaali voi vaikuttaa biohajoa-
miseen vaikuttamalla esimerkiksi kokonaisuuden hydrofiilisyyteen.

Edelld kuvatut biohajoamiseen vaikuttavat asiat ovat merkittdvampié sisafaasin
hajoamisen kannalta. T&ssa tyossa tutkittiin biohajoavuuttaa materiaalin pinnalla, jolloin
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esimerkiksi oligomeerien ja monomeerien kulkeutumisella pois materiaalista ja veden
kulkeutumisella materiaalin siséan ei ole vastaavaa merkitystd kuin siséfaasin tapauk-
sessa. Pinta on vuorovaikutuksessa ympariston nesteen kanssa vélittomasti. Biohajoa-
vuutta on tutkittu sisafaasin osalta paljon ja tdmén tyon pinta-analyyttisten tulosten on-
nistunut vertailu muihin tuloksiin vaatii biohajoavuuden kattavan ymmarryksen.

3.2.3 Huokoisuus

Materiaalin, jota suunnitellaan synteettiseksi kudostukirakenteeksi ihmiskehoon, on hy-
va jaljitelld mahdollisimman hyvin kehon omia vastaavia rakenteita. Talldin synteettista
materiaalia ympardivat solut kayttaytyvat mahdollisimman luonnollisesti ja tarttuvat
materiaalin pintaan, elavat siina ja voivat lopulta luoda kudoksen, joka korvaa synteetti-
sen materiaalin. Luonnollinen luukudos kehossa on lapihuokoista ja tasta syysta myos
synteettisen kudostukirakenteen on tarve olla l&pihuokoinen. Huokoistuksella saadaan
aikaiseksi suuri pinta-ala, johon solut voivat Kiinnittyd. Tama lisdd solujen Kiinnitty-
misté ja kasvua. Lisaksi bionesteen, jossa on mm. proteiineja ja soluja, on mahdollista
diffundoitua huokoisen materiaalin sisédan. Talléin solujen kiinnittymista ja kasvua
tapahtuu kauttaaltaan synteettisen kudostukirakenteen tilavuudessa. Optimaalinen huo-
koskoko riippuu materiaalin lopullisesta kéyttotarkoituksesta. Kun kehitetddn mate-
riaalia, johon halutaan kasvavan uutta luukudosta, optimaalinen huokoskoko on 100-
350 um [34 s. 683]. [28, 34, 35]

Huokoisuuden tuottamisen yksi suurimmista ongelmista on saada materiaalin
huokoisuus sopivaksi sailyttaen silti materiaalin hyvat mekaaniset ominaisuudet kuten
kantavuuden. Tallaisia kudostukirakenteeksi sopivia materiaaleja on tutkittu ja kehitetty
Biolaaketieteen tekniikan laitoksella Tampereen teknillisessa yliopistossa. Kuvassa 3.6
on esitetty tdssa tydssa tutkitun huokoisen biohajoavan komposiitin rakenne mikro
computed topography kuvana eli u-CT-kuvana. Kuvan komposiitin valmistuksessa on
kaytetty 40 m-% B-TCP:t4 ja 60 m-% PLCL-kopolymeeria. Kuvassa olevan néytteen
huokoisuusprosentti on 66.

Kuva 3.6: Mikro computed topography -kuva huokoiselta poly(L-laktidi-ko-kaprolak-
toni):n trikalsiumfosfaattikomposiitilta, jonka valmistuksessa on kaytetty 60
m-% kopolymeeria ja 40 m-% trikalsiumfosfaattia. [23]
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Materiaalin huokoisuus vaikuttaa polyesterin biohajoamiseen muuttamalla kes-
kimaaraista aikaan, jossa hydrolyysissa muodostuneet, veteen liukenevat oligomeerit ja
monomeerit kulkevat materiaalista pois ja toisaalta vesimolekyylit kulkeutuvat mate-
riaalin sisdan. Polyesterin hajotessa muodostuu karboksyylihapporyhmén sisaltavia oli-
gomeereja, eli lyhyita polymeeriketjuja. Kun néiden siirtonopeus kasvaa, laskee niiden
katalyyttinen vaikutus hydrolyyttiseen hajoamiseen, mutta toisaalta korkeampi veden
siirtonopeus kohottaa hajoamisen nopeutta. Namé kaksi toisiaan kumoavaan efektia vai-
keuttavat huokoisuuden aiheuttamien muutosten pééattelemistd. On raportoitu, ettd huo-
koisen poly(L-laktidi):n hajoamisnopeus on pienempi kuin huokoistamattoman poly(L-
laktidi):n. Tall6in siis katalyyttisen vaikutuksen heikentyminen laskee merkittdvammin
hajoamisnopeutta, kuin veden nopeampi diffundoituminen néytemateriaalissa nostaisi
sitd poly(L-laktidin) tapauksessa. [32, 36]

3.2.4 Hydrolyysi

Biohajoavan materiaalin biohajoavuuden in vitro —tutkimus voidaan jakaa kolmeen eri-
laiseen tutkimustapaan. Ensimmainen tutkimustavoista on seurata muutoksia materiaa-
lin mekaanisissa ja fyysisissa ominaisuuksissa. Mahdolliset muutokset johtuvat mate-
riaalin altistamisesta fysiologiselle ympaéristolle. Toisena tutkimustapana on tutkia bio-
hajoamista kehon nestetta jaljittelevassa nesteessa (simulated body fluid, SBF). Ja kol-
mantena tapana tutkia biohajoamista in vitro —menetelmalla on soluviljely, jossa mate-
riaali vuorovaikuttaa myos solujen kanssa. [17 s. 75] Taméan diplomityon biohajoavuu-
den tutkimukset perustuvat kehon nestetta jaljittelevan nesteen aiheuttamaan biohajoa-
miseen. Tyossa tutkittuja naytteitd on pidetty suunnitellut ajat Stérensenin puskuri-
liuoksessa. Sdrensenin puskuriliuos siséltaa: 37,8 g dinatriumvetyfosfaattia (Na;HPO,)
ja 8,25 g kaliumdivetyfosfaattia (KH,PO,4) viidessé litrassa tislattua vettd. Tallaisen
liuoksen pH on 7,4. Lisaksi liuoksen lampdtila on pyritty pitdmaan ihmiskehon lammas-
sé eli n. 37 asteessa. Hydrolyysi on toteutettu ISO 15814 standardin mukaisesti. [29, 37]
Pinta-analyyttinen tutkimus ja hydrolyysin aiheuttama biohajoaminen toteu-
tettiin siten, ettd Bioladketieteen tekniikan laitoksella valmistettiin kutakin naytettd, seka
huokoistamatonta ettd huokoista, kaksi kappaletta jokaista haluttua aikapistettda kohti
(aikapisteet: 0, 1, 3, 7, 14 ja 85 vuorokautta). Lahtotilanteen ndytteet, eli ndytteet, jotka
mitattiin ilman puskuriliuokseen kastelua, olivat valmiit mittaukseen heti. Kaikki muut
naytteet upotettiin hydrolyysiliuokseen, josta kunkin aikapisteen ndytteen nostettiin pois
ja huuhdeltiin, kun ne olivat olleet hydrolyysiliuoksessa suunnitellun ajan. Huuhdellut
naytteet sdilytettiin ruskeissa lapinakyvissa lasipurkeissa valolta suojattuna siten, ettd
samassa purkissa sdilytettiin kaksi rinnakkaista naytettd. Lasipurkit sijoitettiin tyh-
jidkaappiin, josta ne noudettiin elektronispektroskooppiseen tutkimukseen. Elektroni-
spektroskooppisen tutkimuksen vaiheet on kerrottu tarkemmin luvussa 5.



4  XPS PINTA-ANALYYTTISENA
TUTKIMUSMENETELMANA

Rontgenviritteinen fotoelektronispektroskopia eli XPS on laajalti pintatieteessa kéaytetty
tutkimusmenetelma, joka perustuu valosahkéisen ilmiéon. Valoséhkoisen ilmion taus-
talla on se, ettd valon fotoneilla on liikemé&éra ja energia, jonka ne voivat térmayksessa
luovuttaa. Térmétessddn nadytteen pinnan elektroniin fotoni luovuttaa energiansa elek-
tronille. Mikali elektronin fotonilta absorboima energia on riittava irrottamaan elektroni
isantaatomin Coulombisesta vuorovaikutuksesta, voi elektroni emittoitua naytteen pin-
nalta. Talldin fotonin energia kuluu elektronin irtoamiseen ja Kineettiseen energiaan. Ki-
neettinen energia, joka elektronilla on emittoitumisen jalkeen, on riippuvainen toisaalta
virittdvan sateilyn energiasta ja toisaalta elektronin sidosenergiasta, joka on spesifinen
elektronin ympéristoon nahden. Mittaamalla elektronien Kineettisesta energiasta voidaan
siis paatella kemiallinen ymparisto, josta elektroni on peraisin. Nain saadaan tietoa pin-
nan alkuainejakaumasta ja sidoksista. XPS-menetelmé on pintaherkka ja siten informaa-
tio saadaan vain uloimmista atomikerroksista. [6-9, 38, 39]

4.1 Valosahkoinen ilmid

Heinrich Hertz huomasi valoséahkdiseksi ilmitksi kutsutun tapahtuman ensimmaisena
vuonna 1887 [39]. Myds Wilhelm Hallwachs ja Joseph John Thompson tutkivat 1880-
luvulla metallipinnan elektronien emittoitumista, mutta vasta vuonna 1905 Albert
Einstein loi ilmidlle teoreettisen mallin. Einsteinin malli perustuu Max Planckin vuonna
1900 esittaméaan oletukseen, jonka mukaan valon energialla ja taajuudella on yhteys, ja
yksittdisen sahkomagneettisen varahtelijan energia Es voidaan kirjoittaa muodossa

E; = ho. (4.1)

Yhtéalossé h on Planckin vakio ja v on kyseessa olevan sahkomagneettisen séteilyn taa-
juus. Planck oletti siis, ettd energia on kvantittunut ja sai tasta tyostaan fysiikan Nobel-
palkinnon vuonna 1918. Einsteinin yhtdlon mukaan valosahkoisessa ilmidssa emittoi-
tuneen elektronin alkuperéinen sidosenergia Eg saadaan yksittdisen sahkémagneettisen
vardhtelijdn energian E; ja emittoituneet elektronin kineettisen energian Eyi, avulla
seuraavasti

Ep = hv- Epp. (4.2)

Valoséhkoisessa ilmidssé fotonin, eli s&hkomagneettisen varéhtelijan energia siirtyy
elastisessa torméyksessé elektronille, joka voi saamansa energian avulla emittoitua
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aineesta. Valon ajatellaan koostuvan energiakvanteista, joita elektronit voivat absorboi-
da. Einstein sai teoriastaan fysiikan Nobel-palkinnon vuonna 1921. [6-8, 39]

Einsteinin yhtélo ei kuitenkaan ollut vield tdydellinen, koska kiintedn materiaalin
pinnan elektronien potentiaalienergioilla on erotus Fermi-energian tason Ef ja tyhjiossa
irrallaan liikkuvan elektronin energiantason E,qc valilla. Tata erotusta kutsutaan tyo-
funktioksi ¢ ja se on siis pienin energia, jolla korkeimman tilan elektroni saadaan siirret-
tya pinnalta tyhjioon. Tyofunktio on kiintedn materiaalin pinnan elektronirakenteen
ominaisuus ja se voidaan kirjoittaa yhtalon

¢ = Ep — Epqc (4.3)

mukaisesti. Tyofunktion suuruudessa on lisaksi huomioitava, ettd nayte on Kiinni spek-
trometrissa ja spektrometrin tydéfunktio on eri kuin naytteen tydfunktio ja molemmat
vaikuttavat elektronin kokemaan potentiaaliin. Jotta tietylld laitteistolla mitattuja sidos-
energioita Eg voidaan verrata muilla laitteilla mitattuihin sidosenergioihin, on sidos-
energiat ilmoitettava suhteessa Fermi-tason energiaan. Talloin spektrometrin ja ndytteen
yhdessé tuottama tyofunktio ¢s, eliminoidaan kalibroimalla sidosenergiat. Kun huo-
mioidaan tyofunktio valosahkoisesséd ilmidssa, Einsteinin yhtaloa pitdd korjata seuraa-
vasti

Eg = hv - Egin- s (4.4)

Yhtélo 4.4 kuvaa valosahkoisessa ilmidssé emittoituneen elektronin sidosenergiaa. Tata
yhtdl6d vastaava ja fotoemissiotapahtumaa kuvaava energiatasokaavio on esitetty
kuvassa 4.1. Yht&lo 4.4 voidaan ilmaista myds Kineettisend energiana seuraavasti

Exin = hv - Ep- d)sp (4.5)

Kyseiset yhtalot 4.4 ja 4.5 kuvaavat ideaalista tapausta, koska ne eivat huomioi elek-
tronin emittoitumisen aikana tapahtuvia relaksaatioilmiditd. Yhtaloissa oletetaan, etta
sidosenergia Eg on suoraan atomin alku- ja lopputilan energioiden vélinen erotus. Tata
oletusta kutsutaan Koopman teoreemaksi. Saatuja sidosenergioita olisi mahdollista
korjata ns. relaksaatioenergialla, mutta tdma ei ole tarpeen XPS-mittauksissa, koska kai-
kissa mittauksissa relaksaation aiheuttama virhe on saman suuruinen, myo6s vertailu-
arvoissa. [6-8, 39]
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Kuva 4.1: Kaaviokuva dielektrisen materiaalin 1s-kuorelta emittoituvan elektronin fo-
toemissiosta. Elektroni absorboi fotonin ja irtoaa atomista.

Edelld on kuvattu XPS-menetelman perustan, valosahkoisen ilmion, peruspe-
riaate ja historiaa, joka sijoittuu 1800-luvun lopulle ja 1800- ja 1900-lukujen vaihtee-
seen. Myo6s mittausmenetelma kehittyi 1900-luvulla, mutta sen vaatima hyva tyhji6 oli
pitk&&n haaste luotettavien XPS-mittausten tekemiselle. Vuonna 1914 tutkittiin jo ront-
genviritteistd fotoemissiota, kun Robinson ja Rawlingson mittasivat kullan fotoemis-
siospektrin. Heilla ei kuitenkaan ollut vield k&ytdssdan varsinaista XPS-laitteistoa, jol-
laisen Kai Siegbahn rakensi ensimmaéisena 1950-luvulla. H&n nimesi menetelman
ESCA:ksi (Electron Spectroscopy for Chemical Analysis) ja sai tyostddn XPS:n parissa
fysiikan Nobel-palkinnon vuonna 1981. [6-8, 39]

4.2 XPS-menetelma

XPS-menetelma perustuu fotonin ja elektronin véliseen vuorovaikutukseen, jossa fotoni
luovuttaa kimmoisassa torméayksessé energiansa elektronille. Elektroni voi poistua ato-
mista, mikali sen saama energiakvantti on riittdvan suuri. Fotonin ja elektronin vuoro-
vaikutus voi kuitenkin olla my6s muunlaista kuin XPS-menetelman kannalta oleellinen
kimmoisa térmays. Fotonin ja atomin térmayksen seurauksena voi tapahtua jokin seu-
raavista kolmesta tapahtumasta: 1) fotoni kulkee elektronin ohi ilman vuorovaikutusta,
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2) fotoni menettda vain osan energiastaan elektronille eli tapahtuu ns. Compton-sironta,
3) fotoni luovuttaa kimmoisassa tormayksessa kaiken energiansa elektronille, joka emit-
toituu aineesta. Viimeisin edelld luetelluista kolmesta tapahtumasta on XPS-menetel-
man kannalta merkittava. [6]

4.2.1 Toimintaperiaate

Kuvassa 4.2 on esitetty XPS-menetelman toimintaperiaate mallikuvana, johon XPS-me-
netelmé&an liittyvat osat on nimetty. Liséksi kuvassa 4.2 on valokuva tydssé kéytetysta
laitteistosta. Rontgenldhteesta (1) kohdistetaan pintaan rontgensateily (2), joka tunkeu-
tuu néytemateriaaliin (3) korkeintaan reilun mikrometrin syvyydelle. Rontgensateilyn
fotonit vuorovaikuttavat atomien elektronien kanssa ja téssa vuorovaikutuksessa elek-
tronit voivat absorboida fotonien energiat. Absorboidun energian ansiosta elektronit voi-
vat emittoitua atomista ja pinnalta irtoaa elektronivuo (4). Jotta lopputuloksena saadaan
piirrettya spektri, pinnalta emittoituneet elektronit kulkevat fokusoivaan linssisysteemiin
(5) ja puolipalloanalysaattoriin (6). Puolipalloanalysaattorin jalkeen elektronit paatyvat
monistinputkille (7) ja signaalia vahvistetaan. Lopulta tuloksena saadaan XPS-spektri,
jossa elektronivuon intensiteetti on piirretty sidosenergian tai Kineettisen energian
funktiona. [8, 40, 41]

@®)

Kuva 4.2: XPS-mittausten periaate ja laitteisto. Kuviin on numeroitu mittausten
kannalta oleelliset osat laitteistoa.

Koska XPS-menetelma kerdd mitattavan datan pinnalta emittoituneista elektro-
neista, on luonnollista, ettd elektronien on péé&stava kulkeutumaan analysaattorille. Li-
séksi koska mitattu data perustuu elektronien kineettiseen energiaan, elektronien pitéisi
sailyttdd kineettinen energiansa muuttumattomana analysaattorille asti. Elektronit eivat
saa matkalla analysaattorille tormatd muihin hiukkasiin ja menettdd térmayksissa ki-
neettista energiaa. Tamé on mahdollista vain hyvassa tyhjiossa. Vaatimus tyhjioon tulee
toisaalta myds XPS-menetelmén pintaherkkyydestd. Koska tutkimusta tehdadn vain
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uloimmille atomikerroksille, on toivottavaa, ettd uloimmat atomikerrokset ovat materi-
aalia, jota halutaan tutkia, eivatka esimerkiksi epdpuhtauksia. Tyhjid varmistaa, ettd
nayte kontaminoituisi mahdollisimman véhan mittausten aikana. Edelld esitetyt vaati-
mukset mittausolosuhteille tayttyvat vain ultratyhjidolosuhteissa, joissa paine on 10°-
1071% mbar [42]. Tass4 tydssa mitatut naytteet kestavat tyhjion hyvin ja ne on valmistettu
ilmakehén paineessa, joten kontaminoituminen ei ole ongelma. [8, 40-43]

Mittauksissa saadusta spektrista voidaan tehda kvalitatiivista tai kvantitatiivista
analyysid. Kvalitatiivisessa analyysissa spektristd tunnistetaan sen piirteet eli maarite-
tdan jokaisen piikin taustalla oleva tila/ilmi6. Talloin saadaan tietoon pinnalla havaitut
alkuaineet ja osoitetaan myds mittausmenetelmésta johtuvat spektrin muodot, kuten esi-
merkiksi satelliittipiikit, joista kerrottaan tarkemmin seuraavassa luvussa 4.2.2. Kvalita-
tiivisen analyysin lisaksi spektria voidaan analysoida my6s kvantitatiivisesti. Kvantita-
tiivisessa analyysissa méaéritetadn pinnan kemiallinen koostumus. Seka kvalitatiivisesta
ettd kvantitatiivisesta analyysista kerrotaan tarkemmin luvussa 4.4. [6, 8, 38, 41, 44]

4.2.2 Rontgenlahde

XPS-menetelma on nimensd mukaisestikin rontgenviritteinen, eli mittauksissa
virittdvana sateilynd kaytetdan rontgensateilya. Rontgensateily on sdéhkdmagneettista
sateilyd, jonka energia on huomattavan suuri. Rontgensateilya syntyy esimerkiksi
atomin viritystilojen purkautumisen yhteydessa ja talla tavalla rontgenséteilya tuotetaan
myo0s tassa tyodssa kdytetyn mittauslaitteiston rontgenlahteessd. Rontgensateilya syntyy,
kun korkealla potentiaalilla kiihdytetyt elektronit tormadvat anodimateriaaliin ja irrot-
tavat anodimateriaalin siséakuorten elektroneja. Naiden elektronien jattdmat aukot tayt-
tyvat ylemmilta kuorilta tulevilla elektroneilla ja naissa viritystilojen purkautumisissa
vapautuu energiakvantteja, joiden energia on sisdkuorelle jaaneen aukon energiatason ja
sen tayttavan elektronin alkuperdisen energiatason erotus. [6-8, 41]

XPS-laitteistoissa on usein kéytossa kaksoisanodi, jossa anodimateriaalin voi va-
lita kahden alkuaineen valilta. Useimmiten kaytdssa olevat anodimateriaalit ovat alumii-
ni ja magnesium ja ndiltd materiaaleilta emittoituva Ka-sateily. Alumiinin Ka-sateilyn
energia on 1486,6 eV ja magnesiumin 1253,6 eV ja puoliarvonleveydet ovat 0,85 eV
alumiinille ja 0,70 eV magnesiumille. XPS-mittauksissa pyritdan kayttdmaan mahdolli-
simman monokromaattista sdteilyd, jotta tutkittavan materiaalin kutakin tilaa vastaisi
yksi piikki spektrissd. Kaytettiava sdteily on padasiassa Koy ja Kay sateilyd, joissa 2pi,
ja 2ps; tilojen (vastaavassa jarjestyksessd) elektronit tayttavat 1s-kuorelle jadneen au-
kon. Ilman monokromaattoria spektreihin tulee kuitenkin ylimaaréisia piirteita viritta-
van rontgensateilyn vaikutuksesta, joita kutsutaan rontgensatelliittipiikeiksi. Kuvassa
4.3 on esimerkki hiilen spektristd, jossa rontgensatelliittipiikit nakyvat selvésti. [6-8, 41]
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Kuva 4.3: Esimerkkispektri rontgensatelliittipiikkien esiintymisestd XPS-spektrissa.
Kyseessa on hiilen 1s-transition spektri, joka on mitattu naytteeltd, joka on
ollut hydrolyysissa yhden paivan.

Kyseinen spektri on mitattu magnesiumanodilla. Esimerkiksi magnesiumanodia kéytet-
téessa tulevat pienet piikit 8,4 eV, 10,1 eV ja 48,7 eV paahan matalammalle sidosener-
gialle, kuin varsinainen fotopiikki. Né&isté edelld luetelluista piirteistd ensimmaiset ovat
kahdesti ionisoitumisen Kaz- ja Koy-piikit ja ne ndkyvét kuvassa 4.3. 48,7 eV paahan
fotopiikisté tuleva rontgensatelliittipiikki on Kj-piikki, joka johtuu valenssitilojen relak-
saatiosta ja se ei ndy kuvan 4.3 hiilen spektrin energiavélissé. [6-8, 38 s. 18, 41]

4.2.3 Fotoelektronin emissio

Fotonin tormétessa elektroniin kimmoisasti ja luovuttaessa energiansa elektronille elek-
troni voi emittoitua atomista. Tatd prosessia kutsutaan fotoemissioksi ja siihen liittyy
monia tarkentavia ilmigit4, jotka ovat XPS-menetelmé&n ymmaérryksen kannalta tarkeita.
Ennen kuin elektroni vuorovaikuttaa fotonin kanssa, sen sidosenergiaan vaikuttavat
alkutilaefektit, toisaalta heti vuorovaikutuksen jéalkeen elektronin kokemia muutoksia
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kutsutaan lopputilaefekteiksi. On huomioitava myds, ettd fotoemissio ei ole ainut tapah-
tuma, joka tuottaa XPS-spektriin piirteitd. Piirteita tulee mm. edelld esitettyjen réntgen-
satelliittipiikkien liséksi myds Auger-prosessista. Seuraavissa osioissa kerrotaan tarkem-
min eri fotoemission vaiheissa tapahtuvista XPS-mittausten kannalta merkittavista sei-
koista. [6-8, 38]

Alku- ja lopputilaefektit

Alkutilassa elektroni on tietyssa kemiallisessa ymparistosséan: tietyssé atomissa ja ato-
mi on vuorovaikutuksessa ymparoivien alkuaineiden atomien kanssa. Mikali atomi on
esimerkiksi muodostanut kemiallisen sidoksen toisen alkuaineen atomin kanssa, sen
valenssielektronit ovat uudelleen jarjestyneet. Tdma valenssielektronien uudelleen jar-
jestaytyminen aiheuttaa siirtymad myds sisdkuorten elektronien sidosenergioihin. XPS-
menetelman kéytettavyyden kannalta td&mé& sisédkuorten elektronien kokema sidos-
energian siirtyma on oleellinen. Esimerkiksi hiilesta perdisin olevien elektronien sidos-
energiat ovat sitd suurempia mité useampaan happiatomiin kyseinen hiili on sitoutunut.
Happi on elektronegatiivisempi kuin hiili ja kovalenttisessa sidoksessa se vetéa valens-
sielektroneja puoleensa, talléin hiiliatomin efektiivinen varaus on hieman positiivisempi
ja elektronien emittoituminen vaatii enemman energiaa. Tahén perustuen XPS-menetel-
malld voidaan havaita pinnan alkuainekonsentraation liséksi myds yhden alkuaineen eri
sidosten konsentraatiot. [6-8]

Lopputilaefekteistd aiheutuu my6s mahdollisia muita piirteitd spektriin. Téallaisia
piirteita spektriin tuottavia lopputilaefekteja ovat mm. shake-up-prosessi ja multiplet-
silpoutuminen. N&istd ensimmainen syntyy, jos fotoelektronin emittoitumisen seurauk-
sena valenssivyon elektroni virittyy. Mikali valenssielektroninkin on mahdollista pois-
tua iséntdatomin vuorovaikutuskentdstd, puhutaan shake-off-prosessista. Multiplet-
silpoutuminen on seurausta elektronin emittoitumisen jalkeen valenssitilalle ja&neen pa-
rittoman elektronin spinin kokemasta magneettisesta vuorovaikutuksesta, joka aiheuttaa
tilojen silpoutumisen kahdeksi toisistaan erottuvaksi tilaksi. [6-8, 42]

Auger-prosessi
XPS-menetelm& perustuu sisdkuorten elektronien emittoitumiseen, jolloin jokainen
emittoitunut elektroni jattaa jalkeensd aukon sisakuorelle. Téllainen aukko ei voi olla
pitkaikdinen, koska atomi on talloin virittyneessa tilassa. Aukko tayttyy ylemman
kuoren elektronilla, jolloin vapautuu energiakvantti, joka on tilojen energioiden erotus.
Energiakvantti voi emittoitua fotonina; tat4 prosessia kutsutaan réntgenfluoresenssiksi
(ks. kuva 4.4c) tai energian avulla voi emittoitua toinen elektroni isdntdatomin Coulom-
bisesta vuorovaikutuskentastd. Talloin prosessi on nimeltddn Auger-prosessi (ks. kuva
4.4b ). XPS-spektreihin tulee piirteitda myos Auger-emission seurauksena. [6-8, 38]
Kuvassa 4.4b on esitetty Auger-prosessi. Lahtotilanteessa on fotoelektronin
jalkeensd jattama aukko sisékuorelle, kuvassa K-kuorella eli 1s-orbitaalilla. Tama aukko
sisdkuorella olisi mahdollista saada aikaan myos esimerkiksi elektronisuihkulla, kuten
Auger-elektronispektroskopiassa (Auger Electron Spectroscopy, AES). Auger-emis-
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siossa K-kuoren aukko tayttyy esimerkiksi Lp-kuoren elektronilla. Tassé elektronien
relaksaatiossa vapautuu energiaa L, ja K kuorien erotuksen verran. Mikali taman
energian avulla atomista irtoaa toinen elektroni, kuvan tapauksessa Lz-kuoren elektroni,
on tapahtunut Auger-emissio. Kyseinen emissio nimetéén siihen liittyvien elektronien
kuorien mukaan; tassé tapauksessa KL,L3. [6-8, 38]

a) Fotoemission jéttdma b) Auger-emissio c) Rontgenfluorisenssi
E aukko sisdkuorelle
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Kuva 4.4: Virittyneen tilan purkautumisen vaihtoehdot.

XPS-mittausten kannalta huomionarvoista Auger-emissiossa on se, etta Auger-
emission piikkien paikat eivat ole riippuvaisia virittavan rontgensateilyn energiasta toi-
sin kuin fotoelektronipiikkien paikat, jotka riippuvat yhtalén 4.4. mukaan virittavan sa-
teilyn energiasta. Onkin siis mahdollista muuttaa foto- ja Auger-elektronipiikkien paik-
koja suhteessa toisiinsa, muuttamalla virittavan sateilyn energiaa. Tasta voi olla hyotya
etenkin tilanteissa, joissa piikit sattuvat spektriin samalle sidosenergialle. [6-8, 38]

4.3 XPS-menetelma pinnan tutkimuksessa

Pintatieteessa tutkitaan materiaalin uloimpia atomikerroksia ja XPS-menetelma antaa
mahdollisuuden pintasensitiivisen tutkimuksen tekemiseen. Virittdva rontgensateily
péaésee tunkeutumaan naytemateriaaliin n. 2000 nm syvyyteen tai syvemméllekin, mutta
elektronit voivat kulkea kiintedssa materiaalissa vain noin 10 nm. XPS:n pintaherkkyys
perustuukin siihen, etta elektronit eivét paase kulkeutumaan elastisesti detektorille kuin
muutaman nanometrin syvyydeltd. My0s elastisesti detektorille péaatyvid elektroneja
syvemmalta voi detektorille paétya elektroneja, mutta ne ovat kokeneet epdelastisen tai
useita epdelastisia tormayksia. [6-8]

4.3.1 XPS:n pintaherkkyys

Rontgenséteily tunkeutuu materiaaliin ja virittad elektroneja jopa mikrometrin syvyydel-
I& ndytteen pinnasta, mutta kulkiessaan kiintedssad materiaalissa vapaat elektronit vuoro-
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vaikuttavat ymparoivien hiukkasten kanssa. Elektroni tormaa ympéristoonsa menettaen
tormayksissd energiaansa aina kuljettuaan keskimadrin epéelastisen vapaamatkansa
verran (Inelastic Mean Free Path, IMFP). Epéelastinen vapaamatka on siis pisteiden,
joissa tapahtuu perakkaiset epaelastiset torméykset, vélinen matka. Néiden térméaysten
valilla elektroni voi kuitenkin torméaté elastisesti ja muuttaa suuntaansa jopa useita ker-
toja. Naista elastisista torméayksista epaelastisten térmaysten valilla johtuu, ettd elektro-
nin kulkema matka kahden epaelastisen térmayksen vélilld on pidempi kuin epdelasti-
nen vapaamatka. Taté elektronin kulkemaa matkaa kahden epéelastisen sironnan vélill&
kutsutaan vaimenemissyvyydeksi (Attenuation Length, AL). Vaimenemissyvyys on
noin 20-30% suurempi kuin epaelastinen vapaamatka. [6, 44, 45]

Kuvassa 4.5 on esitetty universaalikdyra, joka havainnollistaa kokeellista riippu-
vuutta vaimenemissyvyyden ja elektronin kineettisen energian valilla.
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Kuva 4.5: Elektronin vaimenemissyvyys kineettisen energian funktiona useille eri alku-
aineelle. Mukailtu teoksesta [46].

Universaalikdyrastd voidaan arvioida elektronin vaimenemista atomikerroksissa, kun
tiedetadn elektronin kineettinen energia. XPS-mittausten elektronien kineettisten ener-
gioiden tapauksessa elektronien vaimenemissyvyys on muutamasta atomikerroksesta
noin 30 atomikerrokseen. Kuvassa 4.5 olevat pisteet kuvaavat havaintoja elektronien
kayttaytymisestd eri alkuaineissa ja voidaankin havaita, ettd elektronin vaimenemissy-
vyys ei juurikaan riipu alkuaineesta, vaan huomattavasti enemmaén elektronin kineetti-
sesté energiasta. [6, 44, 45]
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Elektronin vaimenemista kiintedssé aineessa kuvaa Beerin — Lambertin laki

—Z

1(z) = Iye AcosH, (4.6)

jossa 1(z) on intensiteetti syvyydelta z néytteen pinnalla, 1o on vaimentumaton intensi-
teetti, & on elektronien emissiokulma suhteessa naytteen normaaliin ja 4 on vaimenemis-
syvyys. Beerin — Lambertin lain avulla voidaan arvioida pintatieteen tutkimuksessa
kiinnostavaa informaatiosyvyyttd. XPS-menetelméssa informaatiosyvyys on syvyys,
jolta tulee 95% saadusta informaatiosta. Kun elektronien emissiokulma on nolla, eli
elektronit kerdtddn pinnan normaalin suuntaisesti, voidaan laskea, ettd informaatio-
syvyys on 3/ [45 s. 262]. Emissiokulmaa muuttamalla informaatiosyvyys muuttuu. Tas-
s tyossa kaytetty emissiokulma on 45 astetta, jolloin informaatiosyvyys on pienempi
(noin 2,11). Emissiokulman valintaan on vaikuttanut naytteiden huokoisuus. Huokoisen
naytteen mittaamisesta kerrotaan tarkemmin luvussa 4.6, jossa kdydaan myos emissio-
kulman merkitys tarkemmin lapi. [6, 44, 45]

4.3.2 Elektronin kulkeutuminen materiaalissa

Elektroni voi isdntdatomin irtautumisen jalkeen péaatya detektorille elastisesti sironnee-
na, jolloin sen informaatio vélittyy fotopiikissa tai se voi matkalla menettaa kineettista
energiaansa eli kokea epéelastisen tormayksen tai useita tormayksia. Kuvassa 4.6 on
havainnollistettu sekd fotopiikin syntyyn ettd epéelastisen sirontataustan syntyyn
liittyvien elektronien kulkeutuminen materiaalissa. [6, 44, 47]

hv

Intensiteetti

Kuva 4.6: Fotopiikin ja epaelastisen sirontataustan muodostuminen. Rontgensateily
tunkeutuu syvalle naytteeseen ja virittaa elektroneja, a) jotka siroavat elas-
tisesti muodostavat fotopiikin, b) jotka paatyvat detektorille, mutta ovat mat-
kalla sironneet epaelastisesti, muodostavat epaelastisen sirontataustan. Osa
elektroneista vaimenee naytemateriaalissa kulkiessaan, eivatka ne paady
detektorille. Mukailtu lahteesta [6].
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XPS-menetelman pintaherkkyys perustuu elastisesti sironneiden elektronien lyhyeen
vaimenemissyvyyteen, mutta spektriin tulee kontribuutio myos epéelastisesti sironneista
elektroneista. Téllaisella epaelastisesti sironneella elektronilla on vahemman Kkineettista
energiaa kuin alun perin virityksen jalkeen. Elektronin mukanaan tuoma informaatio
paatyy fotopiikin laheisyyteen suuremmalle sidosenergialle epaelastiseksi sirontataus-
taksi.

Epaelastisen sirontataustan muotoa voidaan hyddyntdd pohdittaessa naytteen
alkuaineiden syvyysjakaumaa. Transitiolla, joka on perdisin aivan péaéllimmaisissa
atomikerroksissa olevasta alkuaineesta, on heikompi epdelastinen sirontatausta, koska
useammat alkuaineesta emittoituneet fotoelektronit kulkevat elastisesti detektorille. Té&l-
I6in niiden informaatio valittyy fotopiikissd. Muutamia atomikerroksia syvemmalta
tulevasta signaalista fotoelektronit kokevat edellista todennékdisemmin epaelastisen tor-
mayksen tai useita tormayksia kulkiessaan kiintedsséd materiaalissa. Talloin elektronien
informaatio paatyy epéelastiseen sirontataustaan, joka on voimakkaampi kuin aivan
pintakerrosten transitioiden sirontatausta. [8, 44]

4.4  Fotoelektronin energian analysointi ja spektrit

XPS-mittausten tuloksena saadaan spektri/spektrejd, jossa intensiteetti on sidosenergian
funktiona. Spektrien perusteella pitdd tunnistaa alkuaineet ja niiden kemialliset tilat.
Tunnistaminen voidaan tehda vertailemalla piikkien sidosenergian arvoja erilaisista
tietokannoista ja teoksista 16ytyviin eri alkuaineiden ja transitioiden sidosenergioiden
arvoihin. [6, 42]

4.4.1 Energia-analysaattorit

Elektronien energia-analysaattori koostuu kolmesta paakomponentista: kokoavasta lins-
sisysteemistd, puolipalloanalysaattorista (Hemispherical Analyser, HSA) ja detektorista
[6]. Linssisysteemi sijaitsee ndytteen ylapuolella ja se kokoaa ja ohjaa elektronit puoli-
palloanalysaattorin tuloaukolle samalla hidastaen elektronien liikettd. Puolipalloana-
lysaattori koostuu kahdesta puolipallosta, joiden véliin elektronit ohjataan. Puolipallo-
analysaattori ja elektronien kulkureitti on havainnollistettu kuvassa 4.2. Puolipallot kyt-
ket&én potentiaaliin siten ettd sisemmalla puolipallolla on korkeampi potentiaali. TallGin
puolipallojen véliin muodostuu séahkokenttd, joka kaantédé negatiivisesti varautuneiden
elektronien kulkusuuntaa. Vain tietylla kineettiselld energialla elektronit voivat paatya
puolipalloanalysaattorin ulostuloaukolle ja sielld monistinputkille. Tata energiaa kutsu-
taan l&pdisyenergiaksi. Monistinputkilla yksi analysaattorista tullut elektroni irrottaa
useita sekundaarisia elektroneja ja elektronivuo voikin lopulta olla 10°-10%-kertainen
verrattuna alkuperdiseen. Monistinputkilta elektronit paatyvat analysaattorin detektio-
paahan. [6, 8, 41, 42]

Pinnalta ldhteneen fotoelektronin energiaa voidaan mitata kahdella erilaisella
mittausmoodilla:  vakiol&pdisyenergialla eli  FAT-moodilla (Fixed Analyser
Transmission) tai vakiohidastussuhteella eli FRR-moodilla (Fixed Retarding Ratio). Va-
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kiolapaisyenergialla puolipalloanalysaattorin puolipallojen vélinen potentiaaliero pide-
tdén vakiona. Talldin spektrin absoluuttinen resoluutio on vakio eiké riipu elektronin Ki-
neettisestd energiasta. Tamén seurauksena voidaan maarittada eri alkuaineiden ja niiden
kemiallisten tilojen suhteelliset osuudet. VVakiohidastussuhteella linssisysteemi hidastaa
elektroneja vakiokertoimella. Talléin suurella kineettisella energialla linssisysteemiin
tulevat elektronit omaavat suuremman kineettisen energian myos linssisysteemin jal-
keen. Kun elektronien kineettinen energia kasvaa analysaattorin absoluuttinen resoluu-
tio heikkenee. Taman takia FRR-moodissa mitatuista spektreista ei voida méaarittaa al-
kuaineiden ja kemiallisten tilojen suhteellisia osuuksia. [6, 41, 42]

4.4.2 Yleisspektri

XPS-mittauksissa saadaan informaatiota pinnan alkuainekoostumuksesta ja kemiallisista
tiloista. Jotta yksittdinen ndyte voidaan mitata mahdollisimman luotettavasti, aloitetaan
XPS-mittaukset usein yleisspektrin mittauksella. Yleisspektri mitataan edella esitellylla
FRR-moodilla, jolloin suurien Kineettisten energioiden heikosti nékyvien transitioiden
intensiteetti on mahdollisimman suuri. Toisaalta, koska suurten kineettisten energioiden
transitioiden intensiteetti saadaan suureksi, tarkoittaa se samalla, ettd suhteelliset
intensiteetit ovat vaaristyneet. [6, 8, 38, 41, 42]

Yleisspektrista saadaan nopea nimensékin mukainen yleiskatsaus pinnasta, kos-
ka yleisspektri mitataan usein lahes koko virittavan sateilyn mahdollistamalta energialta.
Talloin spektriin saadaan piirre kaikilta ndytteen pinnalla olevilta alkuaineilta, vahintaan
yhdesta transitiosta. Kuvassa 4.7 on esitetty yksi tdssa tydssa mitattu yleisspektri ja
spektriin on tunnistettu kaikki piirteet. Tunnistuksessa spektrin piikkien paikkoja ver-
rataan tietokannoista 16ytyviin sidosenergian arvoihin ja ndin ollen voidaan maarittaa
pinnalla olevat alkuaineet. XPS-spektriin tulee useista eri syista piirteitd ja onkin tar-
kedd, etta kaikki spektrin piirteet on tunnistettu. Usein alkuaineen tietyn transition inten-
siteetti on muita voimakkaampi ja sen perusteella alkuaineen olemassaolo pinnalla ha-
vaitaan. On kuitenkin havaittava kaikki muutkin alkuaineesta tulevat transitiot, jotta voi-
daan varmistua paatelmén oikeellisuudesta. Myds mittausmenetelmasté johtuvat spek-
trin piirteet on huomioitava ja nimettava. [6, 8, 38]
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Kuva 4.7: Esimerkki yleisspektristd huokoistamattomalta 84 paivaa hydrolyysissa
olleelta 60 m-% TCP:ta sisaltavalta komposiittinaytteelta. Spektriin on tun-
nistettu kaikki piirteet, punaisella ne, joita on vaikea kyseiseltéa naytteelta
havaita, mutta jotka tydon mittausten kannalta ovat kuitenkin seuraamisen
arvoisia.

Kuvaan 4.7 on tunnistettu mustalla vérilla kaikki selvésti erottuvat spektrin
piirteet. Hiilen, hapen, natriumin ja fosforin fotopiikit ovat selvésti havaittavissa, liséksi
spektrista nakyy hiilen, hapen ja natriumin Auger-piikit. Spektriin on merkitty myos
mittausmenetelmaisti johtuvat muodot kuten Koggs- ja KB-rontgensatelliittipiikit, joista
on kerrottu luvussa 4.2.2. Punaisella vérilla on merkitty paikat, joihin ndytemateriaalin
muiden alkuaineiden tai jo tunnistettujen alkuaineiden toisten transitioiden kuuluisi
sijoittua. Kuten kuvasta 4.7 voidaan huomata, kalsiumia ja kaliumia ei juurikaan havai-
ta, alkuaineet ovat kuitenkin tyén kannalta oleellisia ja siitd syystd ne on nimetty esi-
merkkispektriin.
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4.4.3 Tarkkuusspektrit

Yleisspektrin perusteella voidaan todeta mitd alkuaineita pinnalla on; kyseisista alku-
aineista valitaan tarkkuusspektrimittaukseen vahvimman intensiteetin antava transitio,
joka voidaan kirjallisuudesta tarkistaa. Jotta XPS-menetelmélld saadaan luotettava kuva
pinnan alkuaineiden sitoutumisesta ja suhteellisista konsentraatioista, pitdd yleisspek-
tristd arvioidut mielenkiintoiset kohdat mitata erikseen FAT-moodilla eli vakiol&péi-
syenergialla. Tall6in piikkien intensiteetit ovat vertailukelpoisia ja absoluuttinen reso-
luutio mittausten kesken sama. Jotta tarkkuusspektrin signaali-kohina-suhde saadaan
hyvaksi, mitataan valittua energiavali useita kertoja. Yksittaisen tarkkuusspektrin ana-
lysointi alkaa usein epéelastisen sirontataustan vahennykselld. Tausta voidaan vahentéa
kayttden esimerkiksi Shirley-algoritmin vahennystd. Taustan vahennyksen jalkeen
luodaan sovitettavat komponentit, jotka kuvaavat eri kemiallisia tiloja ja/tai muita spek-
trissd esiintyvid perusteltuja piirteitd. Naiden sovitteiden muoto on péadasiassa yhdis-
telma Gaussista ja Lorenzista muotoa. [6, 42]

Kvantitatiivisessa analyysissa maéaritetddn pinnan kemiallinen koostumus eli
maadritetdan alkuaineiden ja yhdisteiden ainemadarat mitatuista spektreista. Piikin pinta-
ala on verrannollinen kyseisen tilan tai alkuaineen ainemaarédan mitatussa alassa. Sen li-
séksi pinta-alaan vaikuttavat myds muut tekijat, jotka otetaan huomioon kyseisen alku-
aineen kyseisen transition sensitiivisyyskertoimessa. Sensitiivisyyskerroin kuvaa kuinka
suuri kyseisen orbitaalin piikin intensiteetti on suhteessa ainemaaraan. Sensitiivisyys-
kertoimeen vaikuttaa alkuaineen orbitaalin lisdksi myds mittauslaitteisto. Sensitiivisyys-
kerroin onkin monen muuttujan funktio ja laitekohtainen, joten se pitdd maarittaa lait-
teistolle kokeellisesti. [38]

Sensitiivisyyskertoimien ja piikin intensiteetin avulla saadaan verrattua kahden
alkuaineen pitoisuuksia:

I
n 1/51
B 4.7)
nz IZ/S
2

kun n on alkuaineen ainemaard, 1 on kyseisen piikin intensiteetti (kdytannossa pinta-ala)
ja S on kyseisen alkuaineen sensitiivisyyskerroin. Alaindeksit kuvaavat alkuainetta 1 ja
2. On huomioitava myos, ettd syvyys, jolta signaali tulee, vaikuttaa piikin intensiteettiin.
Kaava 4.7 olettaakin siis ndytemateriaalin homogeeniseksi. Kun halutaan verrata
alkuaineen suhteellista konsentraatiota Cx muihin alkuaineisiin saadaan kaava muotoon:

Ix
_ /sx (4.8)
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Summaamalla komponenttien mééarat yhteen saadaan yksinkertaisesti nettomaéara, johon
yksittéistd komponenttia voi verrata. Talla tavalla voidaan tunnistaa jopa 0,1 atomi-
prosentin tarkkuudella alkuainekonsentraatio. Talléin sensitiivisyyden tulee kuitenkin
olla suuri ja epatarkkuutta aiheuttavien tekijéiden minimoinnin on onnistuttava. Epé-
tarkkuutta aiheuttavat signaali-kohina-suhde ja energian resoluutio. Signaali-kohina-
suhdetta voidaan laskea mittaamalla valittu energia-alue useita kertoja ja laskemalla tie-
tylla energialla mitatuista pisteista keskiarvo. Liséksi on huomioitava, ettd sovitettaessa
piikkid hyvin pieneen alkuainekonsentraatioon sovituksen suhteellinen virhe voi olla
alkuaineen konsentraation luokkaa [6 s. 73]. [6, 38]

4.5  Eristavan naytteen mittaus

Metallin, puolijohteen ja eristeen ominaisuudet eroavat toisistaan niiden erilaisten elek-
tronirakenteiden takia. Kuvassa 4.8 on esitetty metallin, puolijohteen ja eristeen valens-
si- ja johtavuusvyot. Kuten kuvasta 4.8 ndhdaan metallilla kyseiset elektronivyot ovat
paallekkain ja miehitetyilta valenssitiloilta voi siirtya elektroneja johtavuusvyoélle. Eris-
teen ja puolijohteen tapauksissa valenssi- ja johtavuusvyon vélissa on energia-aukko Eg,
jonka takia johtavuusvyon ja valenssivyon vélilla ei juurikaan liiku elektroneja ilman ul-
koista tekijad, joka aiheuttaisi virittymisen. XPS-menetelmdssé tdmaé elektronirakentei-
den ero tulee esiin, koska menetelma perustuu néytteen pinnalta poistuviin fotoelektro-
neihin. Metalleilla, jotka ovat hyvié johteita, poistuneet fotoelektronit korvautuvat muu-
alta ndytteestd, naytteenpitimestd ja manipulaattorista perdisin olevilla elektroneilla.
Eristeiden tapauksessa fotoelektronien jattamia aukkoja ei voida tayttaa naytteesta ka-
sin, koska energia-aukko valenssi- ja johtavuusvyon vélilla vaikeuttaa elektronien siirty-
mista voiden valilla. [6, 18, 48]

B

Metalli Puolijohde Eriste

Kuva 4.8: Eri materiaalien erot elektronirakenteessa. Mukailtu lahteesté [18 s. 36].

Tassa tyossa tutkitut ndytteet ovat materiaaliominaisuuksiltaan eristeita ja siten
ne vaativat laitteistolta erityispiirteitd. Eristavat ndytteet varautuvat mittausten aikana
positiivisesti, koska pinnalta poistuu fotoelektroneja. Mikéli ndyte olisi johtava,
poistuneet elektronit korvautuisivat maadoitetusta ndytteenpitimestd ja manipulaatto-
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rista. Potentiaaliero ei kuitenkaan kasva mittausten aikana vaan varautumisessa saa-
vutetaan tasapaino. Tasapainon ansiosta mitattu spektri voidaan kalibroida ja taten eli-
minoida varautumisen aiheuttama virhe. Kahden hiiliatomin vélisen sidoksen sidos-
energian tiedetdan olevan yhdisteesta riippumaton, lisaksi hiili on alkuaine, jota useim-
milla néytteilld havaitaan. Tassé tydsséd spektrit on kalibroitu siten etta hiili-hiili-sidos
on 285¢eV. [6, 7, 18, 38, 48]

Tasapainon varautumisessa mahdollistaa monokromatisoimattoman rontgenléh-
teen rakenne. Monokromatisoimaton rontgenldahde on tuotava ldhelle naytettd, mutta
silti eristettdva analyysikammiosta. Taméan erottelun hoitaa alumiini-ikkuna, jonka l&pi
rontgensateily kulkee. Alumiini-ikkuna sijaitsee lahella ndytteen mittauspintaa, koska
monokromatisoimattoman rontgensateily on pitdnyt kohdistaa tutkittavaan alaan
tuomalla rontgenlédhde lahelle néaytettd. Kulkiessaan alumiini-ikkunan lavitse réntgen-
sateily irrottaa alumiinista matalaenergisia elektroneja. Naiden elektronien on mahdol-
lista paatya positiivisesti varautuneen naytteen pintaan samalla neutraloiden varautu-
mista. [6, 7, 18, 38, 48]

4.6 Huokoisen naytteen mittaus

XPS-menetelman perustana olevien fotoelektronien maaraan ja epaelastisesti
sironneiden elektronien méaardan vaikuttaa merkittavasti ndytemateriaalin pinnan
topografia ja topografiassa olevat epdideaalisuudet [49]. Kun pinta on huokoinen,
muodostuu pinnalle varjoalueita analysaattorilta katsottaessa. Naiden varjoalueiden
takia signaalin intensiteetti heikkenee. Gunter et al. [50] ovat tutkineet emissiokulman
vaikutusta paallyskerroksen paksuuden maarittdmisessa huokoisen substraatin pinnalla
ja tutkimuksissaan todenneet, ettd pinnan huokoisuuden topografialla on vaikutusta.
Mitd enemman pinnalla on varjostusta, sitd suurempi virhe tulee pééllyskerroksen
paksuutta méaéritettdessa. Tutkimuksen varsinaisena kohteena on ollut emissiokulman
vaikutus virheeseen, joka paallyskerroksen paksuuden maarityksessa tehdaan. Gunter et
al. raportoi artikkelissaan [50], ettd kolmiulotteisen huokoisen pinnan tutkimuksessa
minimivirhe péallyskerroksen paksuudessa saavutetaan, kun emissiokulma on 40-45
astetta. Paallyskerroksen paksuuden virhe on talléin alle 10%. [49-51]

Kaikki tassa tyossa tutkitut ndytteet ovat huokoisia verrattuna esimerkiksi XPS-
menetelmélld paljon tutkittuihin metallindytteisiin. Tyon naytteiden huokosten koko
vaihtelee kuitenkin suuresti eri naytetyyppien valilld&. Kuvassa 5.1 on esitetty kaikkien
tyossa tutkittujen néytetyyppien hydrolysoimattomat ndytteet sekd huokoistetut etté
huokoistamattomat. Emissiokulman valinnalla pyrittiin mahdollisimman hyvaan intensi-
teettiin kaikilta naytteiltd ja toisaalta ndytteiden vélisen vertailukelpoisuuden
sdilyttdmiseen. Tasta syystd kaikkien ndytteiden mittauksessa on kaytetty emissiokul-
mana Kirjallisuuteen perustuen 45 asteen kulmaa. [49-51]

Kuvassa 4.9 on havainnollistettu emissiokulman vaikutusta tutkittavaan pintaan
ja saavutettuun informaatiosyvyyteen.
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Kuva 4.9: Emissiokulman vaikutus informaatiosyvyyteen. Mukailtu lahteesta [4 s. 91]

Emissiokulman muuttaminen tarkoittaa, ettd ndytettd kddnnetddn suhteessa detektorille
kulkeutuvien elektronien suuntaan. Kuten kaavasta 4.6 voidaan havaita, emissiokulman
muuttaminen vaikuttaa intensiteettiin tietyltd syvyydeltd ja sitd kautta myods infor-
maatiosyvyyteen, jolta 95% saadusta signaalista on perdisin. Emissiokulman kasvatta-
minen aiheuttaa sen, ettd detektorille paatyvat elektronit ovat kulkeneet ndytemateriaa-
lissa enintddn aiemmin luvussa 4.3.1 mainitun 34 matkan, mutta tdssa tapauksessa eivat
kohtisuoraan pintaa kohti. Trigonometrian perusteella voidaan laskea kyseisen emissio-
kulman tuottama informaatiosyvyys, joka on kohtisuora etdisyys pinnasta. Tassa ty0ssé

kaytetyn 45 asteen emissiokulman informaatiosyvyys on likimain 2,1/ ( %5/1 ). Koska

informaatiosyvyys pienenee pintakerrosten signaalin suhteellinen osuus kasvaa. Emis-
siokulman 40-45 astetta kayttaminen huokoisen nédytteen mittauksessa on suoraviivai-
nen ja tehokas metodi, kuten Peter J. Compson asian ilmaisee [51 s. 658]. [19, 44, 51]



5 TUTKIMUSTEN SUORITUS

Tyon elektronispektroskooppisen tutkimuksen kohteena oli huokoisen komposiitin bio-
hajoavuuden alkuvaiheet. Samoja naytemateriaaleja oli l&hetetty my0ds soluviljely-
kokeisiin ja pinnat haluttiin pitd& soluviljelykokeita vastaavina, joten naytteille ei tehty
mitédan kaésittelyja ajatellen elektronispektroskooppista tutkimusta. Elektronispektros-
kooppisena tutkimusmenetelména tyossa oli XPS-menetelma ja laitteisto, jota kaytettiin,
sijaitsee  Tampereen teknillisessd yliopistossa Optoelektroniikan tutkimuskeskuksen
Pintatieteen laboratoriossa.

51 Tutkittavat materiaalit

Pinta-analyyttisessé tutkimuksessa tdman tyon puitteissa on tutkittu kolme erilaista
materiaalia, joista kaikista on tutkittu sekd huokoinen ettd huokoistamaton nayte.
Komposiitin matriisimateriaalina on poly(L-laktidi-ko-kaprolaktoni), jonka lyhenteen&
kaytetdan yleisesti kirjainyhdistelm&a PLCL. T&ssd kopolymeerissa on valmistajan
ilmoituksen mukaan 69 mol-% poly(L-laktidi):a ja 31 mol-% polykaprolaktonia.
Kyseistd kopolymeeria on jokaisessa tydssa mitatussa ndytteessd, mutta osassa naytteité
kopolymeeriin on seostettu keraamia, jotta on voitu optimoida mekaanisia ominai-
suuksia ja funktionaalisuutta biologisessa ymparistossa. Matriisipolymeeriin lisattyna
keraamina tdman tyon naytteissd on kaytetty pB-trikalsiumfosfaattia, jonka yleinen
lyhenne on B-TCP. Kuvassa 5.1 on esitetty tydssa tutkitut naytteet.

Kuva 5.1: Kaikki tassa tydssa tutkitut naytemateriaalit. Pareittain huokoistamaton
vasemmalla ja huokoistettu oikealla. Pareista vasemman puoleisimpana
ovat 100 % kopolymeerinaytteet, keskella komposiittindytteet, joiden valmis-
tuksessa on kaytetty 40 m-% p-TCP:a ja 60 m-% kopolymeeria ja oikealla
komposiittinaytteet, joiden valmistuksessa kaytetty 60 m-% p-TCP:a ja 40
m-% kopolymeeria.

Yksi materiaaleista koostuu vain kopolymeerista eli on 100% PLCL. Toisessa
materiaalissa matriisipolymeeriin on seostettu trikalsiumfosfaattia siten, etta kopoly-
meeria on valmistusvaiheessa kéytetty 60 m-% lopullisesta komposiitista ja trikal-
siumfosfaattia 40 m-%. Kolmas materiaali on koostuu 40 m-% matriisikopolymeeria ja
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60 m-% trikalsiumfosfaattia. Tyon naytteiden yksikasitteisen nimeédmisen perusta on
nahtavissa liitteessa A. Tyossa tutkittavia naytteitd saatiin pinta-analyyttista tutkimusta
varten kaksi rinnakkaista néaytettd, jotka haettiin Biolddketieteen tekniikan laitokselta.
Biolaaketieteen tekniikan laitoksella néytteet oli séilytetty lasipurkeissa tyhjiokaapissa.
Néaytteet sailytettiin elektronispektroskooppisia mittauksia odottamassa lasipurkeissa,
jotka sijoitettiin eksikaattorikaappiin. Eksikaattorikaappi oli liséksi valolta suojatun
kangashupun alla.

5.2 Multilab-laitteisto

Tyo keskittyi edelld ja tarkemmin luvussa 2 ja 3 esitellyn materiaalin biohajoavuuden
alkuvaiheiden elektronispektroskooppiseen tutkimukseen. Tydn mittaukset on suoritettu
Multilab-laitteistolla, joka sijaitsee Tampereen teknillisen yliopiston Optoelektroniikan
tutkimuskeskuksessa Pintatieteen laboratoriossa. Laitteisto on esitetty kuvassa 5.2.

14 \‘ "\ Preparaatiokammio
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Kuva 5.2: Multilab-laitteisto. Kuvassa etualalla ndkyvat FEAL- ja mikrokammiot,
vasemmalla analyysikammio, oikealla STM-kammio ja keskella takana
preparaatiokammio.

Laitteistolla on mahdollista tehd& naytteelle kasittelyja tyhjidolosuhteissa ja liséksi seké
XPS- ettd STM-mittauksia ilman altistusta ilmakehélle operaatioiden Vvélilla. Laitteis-
tossa on viisi toisistaan erotettavissa olevaa tyhjiokammiota. Kammioissa ja niiden
valilld néaytettd voidaan siirtdd kuvassa 5.7 esitetyn ndytteenpitimen avulla.
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Néaytteenpidin liikkuu laitteiston sisélla sitd kuljettavassa karryssd, jota on mahdollista
liikuttaa laitteiston ulkopuolelta. Lisdksi karryn kulkureittia voi muuttaa preparaatio-
kammiossa sijaitsevan karusellin avulla. Ké&sittelyjen ja mittausten aikana on tarpeellista
siirtdd naytteenpidin pois karrystd esimerkiksi mittauspaikalle. Tama siirto tapahtuu
siirtovarren avulla. Lahtonen et al. ovat artikkelissaan [40] esitelleet laitteiston
yksityiskohtaisesti. [40]

Laitteiston viisi tyhjiokammiota ovat lataus- eli FEAL-kammio (Fast Entry Air
Lock), mikrokammio, preparaatiokammio, analyysikammio ja STM-kammio. Néytteen
lataus laitteistoon tapahtuu FEAL-kammion kautta. Uuden ndytteen lataus aloitetaan
eristamalla FEAL-kammio muusta laitteistosta sulkemalla porttiventtiilit. Talléin
ilmakehén paineeseen altistuu mahdollisimman pieni tilavuus laitteistoa. lImaus tehdaan
typpikaasun avulla péastéden typpea rauhallisesti FEAL-kammioon. Kun typen paine
FEAL-kammiossa on ilmanpaineen tasolla, voidaan sulkea typen tulo ja avata kammion
seindssa oleva ikkunalaippa. Avatun ikkunalaipan kautta on mahdollista laittaa
mitattavat naytteet laitteistoon. Naytteet on Kiinnitetty kuvassa 5.7 esitettyihin naytteen-
pitimiin.

Kun halutut nédytteet ovat FEAL-kammiossa, voidaan ikkunalaippa sulkea ja
aloittaa kammion pumppaus. FEAL-kammion pumppaus toteutetaan turbomole-
kyylipumpulla. Laitteiston mittauskammioissa (analyysi- ja STM-kammioissa)
peruspaine on 10™° mbar, joka on ultratyhjién painealueella. Preparaatio- ja FEAL-
kammioiden paineet ovat hieman edellistd korkeammat. Analyysi- ja STM-kammioita
pumpataan titaanisublimaatiopumpun ja ionipumpun yhdistelmélla ja FEAL- ja
preparaatiokammioita turbomolekyylipumpuilla. Takalinjan jaédnndskaasun pump-
pauksen FEAL-kammion osalta hoitaa Kiertosiipipumppu ja preparaatiokammion osalta
scroll-pumppu. [40, 43]

Néytteen tai useiden naytteiden latauksen jalkeen FEAL-kammio pumppautuu
tyhjiéon parin tunnin ajan. Kun haluttu tyhjié on saavutettu, voidaan porttiventtiili
kammioiden vélilla avata ja siirtdd ndytteet karryn avulla FEAL-kammiosta
preparaatiokammioon ja sieltd analyysikammioon, jossa varsinaiset mittaukset suorite-
taan. Kuvassa 5.3 on esitetty analyysikammio seka sisalta ettd ulkoa. Analyysikammios-
sa mittausten aikana on vain silla hetkelld mittauksessa oleva nayte. Muita ndytteenpiti-
mid, joihin ndytteet on kiinnitetty, on mahdollista sailyttad niille varatuilla paikoilla pre-
paraatio-, STM- tai FEAL-kammiossa tai naytteitd kuljettavassa kérryssd. Kuvassa 5.3,
jossa analyysikammio on kuvattu ulkoapéin, oikealla nékyy rontgentykki (1), jonka
alapuolella siirtovarsi (5), jolla ndytteenpidinta voidaan liikuttaa laitteiston ulkopuolelta.
Kuvan yléosassa on puolipalloanalysaattori (3) ja vasemmalla manipulaattorin (4)
s&atoon liittyvat osat. Puolipalloanalysaattori on VG Microtechin CLAM4 MCD LNo5-
mallinen ja sen toiminta, kuten muunkin mittaukseen liittyvén laitteiston toiminta, on
kuvattu luvussa 4.
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Kuva 5.3: Analyysikammio, vasemmalla kuva analyysikammion siséosista. (1)
rontgentykki, (2) kokoava linssisysteemi (3) puolipalloanalysaattori, (4)
manipulaattori ja (5) siirtovarsi. Manipulaattorissa (4) laitteiston sisalla
nakyy paikka naytteenpitimelle, joka on esitetty kuvassa 5.7.

Kuvassa 5.3, jossa analyysikammion sisdosat nakyvat, nakyy rontgentykin paa,
joka lasketaan mittausten ajaksi lahemmads mitattavaa pinta-alaa. Siséosien kuvassa
nakyy lisaksi manipulaattori, johon naytteenpidin asetetaan sille kuuluvaan paikkaan.
Manipulaattoria on mahdollista liikuttaa kolmessa ulottuvuudessa, jolloin voidaan
séataa mittauspaikkaa tai vaihtaa naytteenpaikka mahdollisten késittelyjen aikana niiden
vaatimaan asemaan. Manipulaattoria on kolmen ulottuvuuden siirtelyn liséksi
mahdollista kaantad, jolloin emissiokulma muuttuu. Kuvassa manipulaattori on
nollakulmassa eli ndyte on sijoittunut kohtisuoraan linssisysteemin alle. Tyén mittauk-
sissa on kaytetty 45 asteen kulmaa. Manipulaattorin yladpuolella analyysikammiossa on
kokoava linssisysteemi.

5.3  Mittausten vaikutus ja emissiokulman valinta

Tyossa tutkittavien ndytteiden huokoisuus ja eristdvyys vaativat mittauslaitteistolta ja
mittausten toteutukselta tiettyja erityispiirteitd. Liséksi haluttiin varmistaa, ettd tydssa
tutkittavat komposiitti- ja kopolymeerimateriaalit eivat muutu merkittavasti tyhjion
vaikutuksesta.

5.3.1 Tyhjién vaikutus naytteen pintaan

Tyhjionkestavyyden tutkimista varten laitteistoon ladattiin kaksi ndytettd. Naytteet
olivat 40 m-% B-TCP:t4 sisaltavié, huokoistamattomia ja 7 péivaa hydrolyysissa olleita.
Néaytteistd toinen mitattiin heti FEAL-kammion pumppauduttua riittdvan matalaan
paineeseen, jossa nayte voitiin siirtdd analyysikammioon mittausta varten. Toinen
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naytteistd jai odottamaan mittausta FEAL-kammioon ja se tuotiin analyysikammioon
mittaukseen vasta, kun latauksesta oli kulunut noin 24 tuntia. Kuvassa 5.4 on esitetty
suhteellinen pintakonsentraatio eri alkuaineiden osalta molempien néaytteiden tapauk-
sessa.

704 4h: 40% TC, huokoistamaton, 7 paivaa hydrolyysissa
24h: rinnakkaisnayte
60
I Hiilli
I Happi
%07 I Kalsium
I Fosfori
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Kuva 5.4: Alkuaineiden suhteelliset pintakonsentraatiot 4 ja 24 tunnin tyhjiéssa olon
jalkeen.

Kuvasta 5.4 voidaan havaita, ettd 20 lisatuntia tyhjiossd eivat muuta naytetta
merkittavasti. Hapen suhteellinen konsentraatio pienenee véhan ja kalsiumin ja fosforin
suhteelliset konsentraatiot muuttuvat hieman. Muutos hapen suhteellisessa konsen-
traatiossa johtuu esimerkiksi epapuhtauksien, jotka sisaltavat happea, desorboitumisella
pinnalta tyhjiéssaolon aikana. XPS-menetelmélla voidaan maarittad pinnan suhteellinen
konsentraatio, jopa 0,1 % tarkkuudella, kuten luvussa 4 on mainittu. Kyseinen tarkkuus
vaatii kuitenkin alkuaineen, jota naytteelld on paljon, ja kyseiseltd alkuaineelta tilan,
joka erottu vahvasti. Talloin signaali-kohina-suhde muodostuu kyseisen tilan kohdalla
hyvéksi. Kalsiumin ja fosforin suhteelliset pintakonsentraatiot tyhjionkeston mit-
tauksessa kaytetyilla naytteill& ovat pienet. Kun suhteellinen konsentraatio lahestyy tilan
tunnistamisen rajaa, suhteellinen keskihajonta kasvaa merkittavasti. N&in ollen
kalsiumin pudotus 2,19 prosentista 1,95 prosenttiin ja fosforin kasvu 2,02 prosentista
2,27 prosenttiin, eli alle 0,3 % muutokset molemmissa, ovat kyseisten alkuaineiden
maariin nédhden virhemarginaalissa. [6]

Kun samoista mittauksista piirretddn hiilen kemiallisten tilojen suhteelliset
pintakonsentraatiot, jotka on esitetty kuvassa 5.5, havaitaan, ettd niisséd tapahtuu
muutoksia tyhjiossdolon aikana. Muutokset voivat selittyd esimerkiksi silla, ettd
pinnalta poistuu hiilen ja hapen yhdisteitd, kun nayte on tyhjiossa. Lisaksi on huo-
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mioitava, ettd tyhjiénkestoa ei voitu mitata samalta ndytteeltd. Mittaukset tehtiin
rinnakkaisilta néytteiltd, joten on muistettava, ettd hienovaraisia muutoksia kahden
rinnakkaisen naytteen valillakin voi olla. Tdma tarkoittaa, ettd edella kuvatut muutokset
tyhjiosséolon aikana voivat johtua my6s ndytteiden eroista jo ennen laitteistoon
lataamista. Oletetaan Kkuitenkin, ettd ndytteiden valmistusprosessi on onnistunut ja
tuottaa tasalaatuisia naytteitd, jolloin erot rinnakkaisnaytteiden vélilld voidaan jattaa
huomiotta. Lisaksi muutokset tyhjion vaikutuksesta ovat kaiken kaikkiaan pienid,
jolloin voidaan olettaa, ettd rinnakkaiset nédytteet ovat hyvinkin toisiaan vastaavia.
Hiilen kemiallisten tilojen sovituksesta on kerrottu tarkemmin luvussa 5.5.
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Kuva 5.5: Hiilen kemiallisten tilojen suhteelliset osuudet 4 ja 24 tunnin tyhjitssa olon
jalkeen.

Iimakehasta pinnalle adsorboituneita epapuhtauksia ovat esimerkiksi hiilivedyt,
sekd orgaaniset ettd epdorgaaniset rikin ja typen yhdisteet. [20] Rikkid ja typped
mittauksissa ei havaittu, mutta epapuhtaushiilivetyja pinnalla voi olla. Epdpuhtaushiilen
ja -hapen maéaria on vaikea arvioida johtuen ndytemateriaalin omasta koostumuksesta,
jossa on myos hiiltd ja happea. Huomioidaan liséksi, etta kasiteltdessa suhteellisten
pintakonsentraatioiden muutoksia jonkin alkuaineen tai tilan suhteellisen konsentraation
laskiessa toisen tilan suhteellisen konsentraation pitaa kasvaa. Tastd syystd kuvassa 5.5
nayttdd, ettd C-C-O-sidosten suhteellinen osuus kasvaa. Todellisuudessa varsinaisten
sidosten mé&aré ei kasva, niistd tuleva signaali vahvistuu epdpuhtauksien méaarén
pienentyessa.

Voidaan siis todeta, ettd tyhjiossa pumppauksessa oleminen ei vuorokaudessa
vaikuta merkittdvasti mitattavan néytteen koostumukseen. Naytteitd ei ladattu tyhjioon
esimerkiksi viikonlopun ajaksi vaan ladatut ndytteet pyrittiin mittaamaan seuraavan
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vuorokauden aikana. Nain ollen tulokset on saatu samalla tavalla ilman merkittavia
muutoksia tyhjiéssdoloajassa.

5.3.2 Mittausten vaikutus naytteen pintaan

Mittausten aikana ndytteen pintaan kohdistuu fotonivuo rontgensateilysta, lisaksi pinnan
rakenteesta emittoituu fotoelektroneja. Néiden takia orgaaninen pinta on altis muuttu-
maan kemiallisesti tai rakenteellisesti XPS-mittausten aikana. [52] Seuraavassa kuvassa
5.6 on esitetty mittausten keston funktiona hiilen kemiallisten tilojen suhteelliset
pintakonsentraatiot.
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Kuva 5.6: Hiilen kemiallisten tilojen muutos mittausten aikana. Alun ohut viiva ja

pienemmat pisteet kuvaavat viiden yksittaisen hiilen energiavalin mittauksen
summaa ja isommat pisteet sekd viiva kuvaavat 21 yksittaisen hiilen
energiavalin mittauksen summaa.

Mittauksessa hiilen spektrid mitattiin yksittdinen valittu energia-alue kerrallaan ja
tallennettiin jokainen energiavalin mittaus erikseen. N&in ei siis pyritty laskemaan
signaali-kohina-suhdetta mittaamalla samaa energia-aluetta useita kertoja ja laskemalla
mittauspisteiden keskiarvoa. Tallentamalla jokainen energiavalin mittaus erikseen saa-
tiin mitattuja spektreja tallennettua lyhyin aikavélein. Yksittaisen energiavalin mittaus
tallennuksineen (automaattisesti) kesti 30,4 sekuntia. Tulosten analysointivaiheessa
yksittaisia spektrejda kuitenkin laskettiin yhteen, koska todettiin, ettd muutos 21
yksittadisen mittauksen vélilla on pieni. Néin saatiin luotettavammat lopulliset tulokset
signaali-kohina-suhteen parantuessa.

Lopullisissa mittauksissa, kuten luvussa 5.4 kerrotaan, hiili mitataan kuitenkin
ensimmaisend alkuaineena yleisspektrin mittauksen jalkeen. Né&in ollen hiilen mittaus
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varsinaisissa biohajoavuuden alkuvaiheen tutkimuksissa alkaa, kun mittauksissa on
kulunut noin viisi minuuttia. Hiilen mittaus normaalissa mittausjérjestelyssa kestaa noin
viisi minuuttia. Tastd syystd ensimmaiset kymmenen minuuttia hiilen kemiallisten
tilojen muutoksessa ovat oleellisimmat. Summattaessa 21 yksittdista energiavélin
mittausta yhteen ensimmaéinen piste saadaan kohdalle, jossa ndyte on ollut altistuneena
rontgensateilylle noin kymmenen minuutin ajan. Tasta syysta alkuosan mittauksille on
tehty summausta kahdella tavalla. Normaalisti summattiin 21 yksittaistd mittausta,
jolloin signaali-kohina-suhde muodostui hyvaksi ja sovitteet olivat luotettavammat.
Liséksi on summattu vain viisi yksittdista hiilen energiavélin mittausta ja kyseiset
pisteet on piirretty kuvaan pienempiné ja ohuemmin viivoin yhdistettynd. Nain saatiin
tutkittua muutoksia lyhemmélla aikavélilla mittausten alussa.

Kuten kuvasta 5.6 voidaan huomioida, viiden yksittdisen hiilen energiavalin
mittauksen summauksen tuloksena saadut pisteet ovat epatarkempia. Ensimmainen iso
piste on kuitenkin summa 21 ensimmadisesta mittauksesta eli toistettuna alun yksittaisten
pisteiden summa. Kuvasta 5.6 voidaan havaita, ettd pinnan rakenne muuttuu réntgen-
sateilyn vaikutuksesta. Rontgensateily siis muokkaa pintaa. Taman seurauksena samaa
naytettd ei voida tutkia pitkia aikoja, vaan kunkin ndytteen kohdalla on pyrittava
toistamaan mittaus samalla tavalla. T&ll6in mahdolliset muutokset ovat kaikissa
naytteissa samanlaiset ja vertailukelpoisuus naytteiden vélilla sdilyy. Samalla taméa
tarkoittaa, ettd naytteitd ei voida tutkia paikan funktiona tai samaa néytettd ja sen
tyhjiokayttaytymista ei voida tutkia useana péivané tai useasta paikasta.

Vastaavat mittaukset rontgensateilyn vaikutuksesta tehtiin myos hapen ja kal-
siumin tarkkuusspektreilld, mutta niissd ei havaittu merkittavid muutoksia. Kyseiset
tarkkuusspektrit ja myos hiilen tarkkuusspektrit ovat ndhtavissa liitteessa B. Loppu-
tuloksena tastd mittauksia madrittdvasta tutkimuksesta tyéhon jai mittausproseduurin
tarkka suunnittelu ja toisto jokaisen naytteen kohdalla. Kun tietyn naytteen mittaus
aloitetaan on kyseisen naytteen informaatio kerattavd kerralla, eikd mydhempiin
tarkentaviin mittauksiin ole mahdollisuutta.

5.3.3 Emissiokulman maaritys

Sen lisdksi, ettd tutkittiin ndytteessd tapahtuvia mahdollisia muutoksia mittausten ja
tyhjiosséolon aikana, oli mééritettdvd myods mittauksissa kéytettdva emissiokulma.
Varsinainen kulmaerotteinen XPS-mittaus ei ollut mahdollinen, koska ndyte muuttuu
rontgensateilyn aikana. Kulmaerotteisessa XPS-mittauksessa samaa mittausalaa
mitataan eri emissiokulmilla, jolloin saavutettu informaatiosyvyys vaihtuu ja voidaan
tutkia nédytteen pinnan syvyysprofiilia. Emissiokulman vaikutusta on esitelty luvussa
4.6. Naytteen huokoisuudesta johtuen optimaalisen emissiokulman pohtiminen on
erityisen tarkeédd, jotta saavutetaan mahdollisimman hyvé intensiteettitaso. Liséksi se,
ettd rontgenséteily muokkaa ndytteen pintaa, tekee emissiokulman, kuten muidenkin
mittausteknisten asioiden, pohtimisen erityisen tarkedksi heti tutkimuksen alku-
vaiheessa.
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Parhaan emissiokulman maarittamiseksi tutkittiin eri emissiokulmalla mitattujen
spektrien intensiteettia. Emissiokulman vaikutuksen tutkimiseen emissiokulmiksi
valikoituivat nollakulman liséksi usein kirjallisuudessa raportoidut 60 asteen kulma ja
45 asteen kulma seka kirjallisuudessa esiin noussut 35 asteen kulma. Lisédksi tutkittiin
kirjallisuutta mainitusta ”magic angle” -kulmasta seka aiheeseen liittyvia tutkimuksia,
joita on esitelty myods luvussa 4.6. Kaiken kaikkiaan optimaalisimmaksi
emissiokulmaksi valikoitui 45 asteen emissiokulma, koska intensiteetti kyseisella
kulmalla oli paras, ja sitd kaytettiin kaikissa tyon mittauksissa. Kulman valinnasta ja
sen taustalla olevasta teoriasta on kerrottu tarkemmin luvussa 4.6.

54 Suoritetut mittaukset

Néytteet séilytettiin  ennen mittauksia lasipurkeissa valolta suojatussa eksikaat-
torikaapissa. Jotta mittaukset toistuisivat mahdollisimman hyvin ja olisivat vertailu-
kelpoisia pyrittiin ndytteen kulku mittaukseen seka mittausten suoritus toistamaan
jokaisen naytteen kohdalla samalla tavalla. Seuraavassa kuvataan yksittdisen naytteen
kulku mittaukseen ja mittausten suoritus.

Néyte ladattiin tyhjiodn mittauksia edeltavand paivana. Tuolloin hetki ennen
latausta kyseinen nayte otettiin pois eksikaattorikaapista ja lasipurkista ja se kiinnitettiin
kuvan 5.7 mukaisesti Multilab-laitteistoon soveltuvaan ndytteenpitimeen. Pinta-
analyyttisessa tutkimuksessa on téarkedd, ettd mitattava pinta ei kosketa muita
materiaaleja, joilta pinnalle voisi siirtyd epapuhtautta. Tasta syysta naytteitd kasiteltiin
pinseteilla varoen. Yksittdisen ndytteen mittausala sijaitsi keskella ndytteenpidinta,
jolloin se oli myds néytteenpitimeen asetetun naytteen keskivaiheilla. Kun nayte oli
Kiinnitetty naytteenpitimeen, naytteenpidin ladattiin laitteistoon FEAL-kammion kautta,
kuten luvussa 5.2 on kuvattu.

Kuva 5.7: Nayte ja ndytteenpidin valmiina ladattavaksi Multilab-laitteistoon. Kuvassa
oleva nayte on 40 m-% TCP:a sisaltava huokoistettu nayte.

FEAL-kammion pumppautuminen kesti parista tunnista muutamaan tuntiin ja
riippui myo6s ladattujen naytteiden maarasta ja laadusta. Tyosséd tutkitut ja puskuri-
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liuoksessa olleet nédytteet olivat kerdnneet mm. ilmankosteutta (vaikka ne séilytettiinkin
eksikaattorikaapissa), ilmankosteuden ja muiden ndytteessa olevien irrallisten epépuh-
tauksien takia tyhjion pumppautuminen kesti kauemmin kuin esimerkiksi usein mittauk-
sessa olevilla erilaisilla metallindytteilld. Mita huokoisempi ndyte oli ja mitd useampia
huokoisia naytteitd kerralla ladattiin, sitd pidempdan pumppautuminen kesti. Pitkan
pumppausajan takia mittauspaivét jaksottuivat siten, ettd iltapaivalla paivan mittausten
paatteeksi mitatut naytteet tuotiin pois laitteistosta ja tilalle ladattiin uudet seuraavana
paivana mitattavat naytteet. N&in ollen seuraavana aamuna tyhjié oli pumppautunut
hyvin ja laitteistossa oli ladattuna kolme néytettd mitattavaksi péivan aikana. Taméa
naytteiden kulku laitteistoon pumppaukseen ja mittausten suoritus oli tarkedd hoitaa
vuorokaudessa, koska ennen tassd tydssa varsinaisesti tutkittua biohajoamisen
alkuvaiheiden tutkimusta, oli varmistettu, ettd vuorokauden aikana naytteet eivat muutu
tyhjiossa merkittavasti.

Kun néyte tai useat naytteet oli ladattu ja FEAL-kammio pumppautunut lait-
teiston vaatimaan tyhjioon, mitattava nayte voitiin siirtdd preparaatiokammion kautta
analyysikammioon ja mittauspaikalle. Mittausten kaynnistyksen yhteydessd tehtévat
toimenpiteet tehtiin aina samassa jarjestyksessa, jotta nédyte altistuisi rontgensateilylle
ennen jokaista mittausta mahdollisimman vahan aikaa ja toisaalta saman ajan eri
naytteiden valilla. Naytteenpidin siirrettiin ensin manipulaattoriin naytteenpitimelle
varattuun paikkaan. Sitten kaynnistettiin rontgentykki ja mittausten edellyttdamét muut
laitteet. Vasta kun kaikki oli valmista, néytteenpidin ja nayte tuotiin rontgentykin alle,
tykki laskettiin alas lahelle naytetté ja mittaukset kaynnistettiin.

Mitattavat spektrit mitattiin aina samassa jarjestyksessa; mittaukset aloitettiin
FRR-moodilla mitatulla yleisspektrin mittauksella, sen jalkeen mitattiin materiaalin si-
séltdmien alkuaineiden tarkkuusspektrit FAT-moodilla seuraavassa jarjestyksessa: hiili,
happi, kalsium ja fosfori. Naiden tydn kannalta oleellisimpien mittausten jalkeen mitat-
tiin naytteen pinnalla mahdollisesti havaittujen muiden alkuaineiden tarkkuusspektrit ja
Auger-piikkien tarkkuusspektrit. Lopuksi mitattiin vield yleisspektri FAT-moodilla.
Yksittaisen néytteen mittaus kesti 1 — 1,5 tuntia. Ajan vaihtelun aiheutti se, ettd 100%
PLCL-naytteill& ei luonnollisesti ollut trikalsiumfosfaatin alkuaineita eli kalsiumia ja
fosforia, joten niiden mittaukset jaivat kyseisten naytteiden kohdalla pois.

Taman tyon varsinaisen tutkimuksen, huokoisen komposiitin biohajoavuuden
alkuvaiheiden tutkimuksen mitatut ndytteet on esitetty taulukossa 5.1. Taulukosta 5.1
puuttuvat aiemmin luvussa 5 kerrottujen mittausteknisiin asioihin keskittyvien
naytteiden mittaukset. Taulukosta puuttuvat myds referenssindytteiden mittaukset.
Referenssindytteind mitattiin homogeeninen poly(L-laktidi) ja homogeeninen poly-
kaprolaktoni. Molemmat referenssindytteet olivat huokoistamattomia. Ennen tdmaén
tyon aloitusta Pintatieteen laboratoriossa oli lisdksi mitattu tassa tydssa referenssina
kaytetty trikalsiumfosfaatin referenssindyte. Joidenkin naytteiden mittaus piti myos
toistaa, koska tuloksena saadut spektrit poikkesivat muiden mitattujen spektrien tren-
distd huomattavasti. Toistettavien naytteiden mittauksista tuloskuviin on merkitty
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virhepalkit. Koska ndytteen pinta muuttuu rontgensateilyn vaikutuksesta, toisto-
mittaukset suoritettiin rinnakkaisella néaytteella.

Taulukko 5.1: Suoritettu mittaussarja ja ndytteiden systemaattinen nimi. Systemaattinen
nimeaminen on esitelty liitteessa A.

Hydro- Néaytetyyppi
lyysi Kopolymeeri Komposiitti, 40% TCP | Komposiitti, 60% TCP
aika Huokois- | Huokoi- | Huokoista- | Huokoi- Huokoista- Huokoi-
(d) tamaton nen maton nen maton nen
0 10001 11001 20001 21001 30001 31001
1 10011 11011 20011 21011 30011 31011
3 10031 11031 20031 21031 30031 31031
7 10071 11071 20071 21071 30071 31071
14 10141 11141 20141 21141 30141 31141
85 10851 11851 20851 21851 30851 31851

Spektrit on mitattu kayttden ohjelman VGX-900 versiota 8.4-A-A. Tarkkuus-
spektrien mittauksessa FAT-moodilla l&péisyenergiana kaytettiin 20 eV ja mittaus-
pisteiden vali oli 0,1 eV. Mittausten aikana nédytteen pinta muuttui ja pinnalta desor-
boitui hiukkasia. Desorptio ndkyy analyysikammion paineen nousuna. Ennen mittauksia
analyysikammion paine oli 10™° torr. Kun naytteenpidin ja nayte oli tuotu kammioon ja
asetettu manipulaattoriin ja rontgentykki oli viritetty, mutta sitd ei oltu viel& kohdistettu
naytteelle, kammion paine nousi 10 torr:iin. Naytteen vieminen mittauspaikalle
réntgentykin alle ja rontgentykin laskeminen lahelle naytettd nostivat paineen 1-10°
torr:iin. Naytteen mittauksen edetessd paine analyysikammiossa nousi edelleen nayt-
teestd ja sen huokoisuudesta riippuen aina 5-10°® torr:iin asti. Paineen kayttaytymista
seurattiin mittausten aikana ja painelukemia kirjattiin ylos. Mikali selvid poikkeamia
muista mittauksista tai paineen nousua korkeammalle olisi havaittu, mittaus olisi kes-
keytetty ja asiaan olisi puututtu.

5.5 Sovitusparametrien haku

Taman tyon spektrit on analysoitu kdyttden ohjelmaa Casa XPS ja sen versiota 2.3.16.
Yleisspektrin alkuaineiden tunnistuksessa kaytettiin Casa XPS -ohjelman alkuaine-
kirjastoa ja liséksi lahteiden [38, 53] tietokantoja. Mittauksissa saatuihin spektreihin
tehtiin ensimmadisend taustanvahennys kayttden Shirley-algoritmia. Taustan vahennyk-
sen jalkeen mitatussa spektrissd nakyviin piikkeihin luotiin sovitepiikit, joiden summa-
kayran oli tarkoitus kuvata mitattua spektria mahdollisimman hyvin. Soviteparametreja
vaihdeltiin ja pyrittiin 10ytdmaan parametrit, joilla mitattu ja sovitettu piikki yhtyisivat
mahdollisimman hyvin toisiinsa. Tydssa tutkittujen naytteiden luonteen takia hyvien
soviteparametrien ldytdminen oli ty6lastd. Materiaalit koostuvat, kuten aiemmin on
esitelty, kopolymeerin ja keraamin muodostamasta komposiitista. Naiden materiaalien
perusteella pinnalla esiintyvia alkuaineita olivat hiili, happi, kalsium ja fosfori. Lisaksi
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puskuriliuos, jossa naytteiden biohajoavuus tapahtui, sisalsi fosforia. Puskuriliuoksen
muut alkuaineet olivat natrium, kalium ja happi. Kopolymeerin kahdesta eri monomee-
rista tulevien signaalien erottaminen oli haastavaa, koska monomeerit ovat sidoksiltaan
hyvin toistensa kaltaiset. Myods hapen tarkkuusspektrin sovitukset olivat energiasiirty-
mien paallekkaisyyksien takia haastavia.

Tyon hiilen ja hapen sovitteiden apuna on kaytetty Polymer Database -tietokan-
nan [54] madrittdmia sovitteiden parametreja homogeenisille polymeereille, poly(L-
laktidi):lle ja polykaprolaktonille. Vastaavat referenssindytteet on mitattu tassa tydssa
kaytetylla Multilab-laitteistolla ja Polymer Database -tietokannan seka mitattujen refe-
renssien vertailulla on vakuututtu mitattujen referenssien ja niiden sovitteiden patevyy-
destd. Polymer Database -tietokannan spektrit on mitattu kayttden 45 asteen emissio-
kulmaa ja kyseiset mittaukset on kalibroitu C-C-sidoksen energian mukaan siten, etta
energia on 285.00 eV. [54] Naiden mittaus- ja sovitusteknisten asioiden suhteen tieto-
kannan ja tdman tyon mittausten spektrit ovat vertailukelpoisia.

Taulukossa 5.2 on esitetty Polymer Database —tietokannan [54] maarittamét
mitattujen piikkien sovitteiden parametrit ja vastaavat tassa tydssd Multilab-laitteistolla
mitattuihin referenssispektreihin tehtyjen sovitteiden tiedot. Multilab-laitteistolla mitat-
tuihin referenssispektreihin sovitteet tehtiin ilman mitééan sidontoja Casa XPS —ohjel-
malla. Ainoastaan taulukossa punaisella kirjoitettu sovitepiikki oli sidottava polymeeri-
tietokannan parametreilla, koska kyseisen piikin energiasiirtymé ja suhteellinen kor-
keus olivat pienia verrattuna C-C-sidoksen piikkiin. Naisté syista ko. piikin erottaminen
muista piikeista ja sovittaminen Multilab-laitteistolla mitattuun spektriin ilman sidontaa
oli mahdotonta.

Taulukko 5.2 on jakautunut kahteen osaan, ylempana on Polymer Database -tie-
tokannasta [54] kopioidut sovitteiden tiedot ja alempana Multilab-laitteistolla mitat-
tuihin referenssispektreihin tehdyistd sovitteista otetut tiedot. Taulukossa on erikseen
sarakkeet hiilen 1s-orbitaalin ja hapen 1s-orbitaalin signaalille. Lisaksi taulukon rivit on
ryhmitelty siten, ettd eri monomeerien parametrit erottuvat toisistaan. Molempien alku-
aineiden signaaleista taulukkoon on madritetty sidosenergian arvo Eg, tietyn piikin
sidosenergian arvon erotus ko. monomeerin ja alkuaineen pienimmalld sidosenergialla
olevan piikin sidosenergiaa, piikin puoliarvonleveys, puoliarvonleveyden suhde ko.
monomeerin ja alkuaineen pienimmaéll& sidosenergialla olevan piikin puoliarvonlevey-
teen ja suhteellinen pinta-ala. Taulukosta 5.2 voidaan havaita, ettd Casa XPS -ohjelman
vapaat sovitukset mitattuihin spektreihin yhtyvét todella hyvin polymeeritietokannan
[54] sovitteisiin.

Poly(L-laktidi):ssa (PLLA) hiili on sitoutunut kolmella erilaisella tavalla: poly-
meeriketjussa on C-C-sidoksia, C-O-sidoksia ja O=C-O-sidoksia. Poly(L-laktidi):n mo-
nomeerin on esitetty kuvassa 3.2. Vastaavia hiilen eri sidoksia kuvaavat kolme sovite-
piikki&, joiden tiedot taulukossa on esitetty. Polykaprolaktonissa (PCL) hiilen erilaisia
sidoksia voidaan havaita nelja: C-C-sidos, C-O-sidos, O=C-0O-sidos seka C-COO-sidos.
Myds naitd eri sidoksia vastaavat piikkien sovitusten tiedot 10ytyvat taulukosta ja poly-
kaprolaktonimonomeeri on esitetty kuvassa 3.3.
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Taulukko 5.2: Polymer Database referenssien ja Multilab-laitteistolla mitattujen refe-
renssien vertailu. Taulukossa Eg on piikin sidosenergia ja FWHM on pii-
kin puoliarvonleveys.

Polymer Databace -tietokannan referenssit

C1ls O1s
Pinta- Pinta-
Es erotus FWHM suhde ala Eg erotus FWHM suhde ala
(%) (%)

PLLA
C-C 285.00 0.00 1.19 1.00 36.00
C-0 286.98 1.98 1.07 0.90 33.00| 533.66 1.41 131 1.07 50.00
C=0 | 289.06 4.06 0.97 0.82 31.00 | 532.25  0.00 1.23 1.00 50.00

PCL
C-C 285.00 0.00 0.94 1.00 52.00
C-COO | 285.55 0.55 0.92 0.98 17.00
C-0 286.54 1.54 1.07 1.14 17.00 | 533.54 1.30 131 1.15 50.00
C=0 | 289.08 4.08 0.88 0.94 14.00| 532.24  0.00 1.14 1.00 50.00

Multilab-laitteistolla mitatut referenssit

C1s O1s
Pinta- Pinta-
Eg erotus FWHM suhde ala Eg erotus FWHM suhde ala
(%) (%)

PLLA
C-C 285.00 0.00 1.78 1.00 35.00
C-0 286.94 194 1.79 1.00 32.72|533.26 1.42 2.02 1.11 56.52
C=0 | 289.02 4.02 1.70 0.95 32.28 | 531.84 0.00 1.82 1.00 43.48

PCL
C-C 285.00 0.00 1.31 1.00 49.53
C-COO | 285.55 0.55 1.29 0.98 16.19
Cc-0 286.62 1.62 1.41 1.07 18.97 | 533.08 1.36 1.74 1.14 56.10
C=0 | 289.02 4.02 1.30 0.99 15.31 | 531.72 0.00 1.52 1.00 43.90

Taulukosta 5.2 pitd4d huomioida myos, ettd poly(L-laktidi):ssa ja polykaprolaktonissa
C-O-sidoksen hiilen siirtymét poikkeavat toisistaan. Poly(L-laktidi):n monomeerin ly-
hyen hiiliketjun takia, C-O-sitoutuneen hiilen sisékuorten elektroneihin vaikuttaa myogs
esteriryhman laheisyys, kuten polykaprolatonissa C-COO-sitoutuneessa hiilessé.

Ero mitattujen referenssien ja polymeeritietokannan referenssien vélilla on hyvin
pieni ja tydssd onkin kaytetty Multilab-laitteiston referenssimittauksiin perustuvia sovi-
teparametreja. Havaittuja eroja mitattujen ja Kirjallisuuden referenssien valilla on l&-
hinnd suhteellisissa pinta-aloissa. Erot voivat johtua esimerkiksi ep&puhtauksista pin-
nalla. Tyon biohajoavuuden alkuvaiheiden mittausten naytteille ei tehty puhdistuksia
tyhjidssé vaan ne mitattiin toimitustilaisina. Tamén takia tdssa tydssa mitatuille refe-
renssindytteillekaan ei tehty toimituksen jalkeen mitédan. Koska sek& varsinaisten tutki-
musnéytteiden etta referenssindytteiden késittely ja mittaukset ovat samanlaisia, voidaan
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olettaa, ettd epédpuhtaus on samaa suuruusluokkaa seka referenssindytteissa ettd tyon
varsinaisissa mittauksissa. Talldin referenssimittauksiin perustuvien sovitteiden voidaan
olettaa sopivan myo6s biohajoavuuden mittausten naytteiden spektreihin. Oletus osoit-
tautui oikeaksi ja sovitteet sopivat koko mittaussarjaan.

Hyvin kirjallisuuteen yhtyvien referenssimittausten avulla luotiin uusi sovitusta-
pa tyossa tutkittujen néytteiden hiilen tarkkuusspektreihin. Kuvassa 5.8 on esitetty esi-
merkkispektri, jossa sovitetut piikit nakyvat.

100 % PLCL,
huokoistamaton,
14 d hydrolyysissi

Intensiteetti

292 294 288 286 284 282
Sidosenergia (eV)

Kuva 5.8: Hiilen tarkkuusspektri, johon on tehty sovitus seitsemalla kesken&aan tiukasti
sidotulla piikilla. Kuvassa PLLA:n sidoksia kuvaavat piikit ovat punaisella
ja PCL:n piikit sinisell&.

Yleisesti XPS-spektreihin tehdadn sovitepiikki vastaamaan jokaista mitattua piikkia ja
toisaalta jokaista pinnalla oletettua tilaa. N&in pyritdan loytamaan sovitus, jolla sovittei-
den summakayra yhtyy hyvin mitattuun spektriin. T&ssa tydsséd normaalista poikkeava
sovitustapa luotiin, jotta voitiin erottaa kopolyesterin eri monomeereista tuleva signaali.
Ty0ssa luotu sovitustapa hyddynsi kahden eri monomeerin hiilen piikkien eroavaisuuk-
sia. Kuten taulukosta 5.2 voidaan havaita PLLA-monomeerin ja PCL-monomeerin hii-



5. Tutkimusten suoritus 51

len tiettyjen tilojen sidosenergioiden siirtymét ovat monomeerille tyypillisia. Molem-
mista referensseistd varsinaisen tutkittavan materiaalin hiilen spektrin sovitukseen tuo-
tiin oma ryhma sovitepiikkeja.

Sovituksissa on kaytetty tiukkoja sidontoja piikkien valilla. Sidonnat perustuvat
taysin Multilab-laitteistolla mitattujen referenssien sovituksiin ja ovat nédhtavilla liit-
teessd A. Edellisen kuvan 5.8 sovituksessa PLLA-monomeerista tulevien piikkien pai-
kat, puoliarvonleveydet ja suhteelliset pinta-alat on sidottu toisiinsa. Vastaavat sidonnat
ovat PCL-monomeerista tulevien piikkien vélilla. Ensisijaisesti piikit on sidottu vain
saman monomeerin signaalin muihin piikkeihin, mutta sen liséksi polykaprolaktonin
piikkien puoliarvonleveydet on sidottu poly(L-laktidi):n piikkien puoliarvonleveyksiin.
Kyseisilld sovitusparametreilla sovitettavat piikit sopivat kaikkiin tyéssa mitattuihin
hiilen spektreihin. Tamé kuvassa 5.8 esitetty sovitus hiilen spektrissa kertoo kahden eri
monomeerin suhteellisten osuuksien muutoksesta mittausten valill4. Erikseen hiileen on
tehty sovitukset, joissa sovitepiikit vastaavat vain kemiallisia tiloja ja eri monomeerien
signaaleja ei eroteta. Talloin piikkien valilla ei vaadita tiukkoja sidontoja, jolloin eri ke-
miallisten tilojen hiilten suhteellisten osuuksien muutoksia voidaan tarkastella.

Kuvassa 5.9 on esitetty hiilen spektri, jossa on sovitus neljélle eri kemiallisen
tilan piikilla.

100 % PLCL,
huokoistamaton,
14 d hydrolyysissd

C-C

0-C=0

Intensiteetti

202 290 288 286 284 282
Sidosenergia (eV)
Kuva 5.9: Hiilen tarkkuusspektri, johon on tehty sovitus neljalla eri kemiallisen tilan
piikilla.
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Kyseisessd sovituksessa ei voitu erotella eri monomeereista tulevaa signaalia,
erotettavissa ovat vain eri hiilen kemiallisista tiloista tulevat signaalit. Sovituksissa
hyodynnettiin my0ds edelld esiteltyja referenssejd, sekda mitattuja ettd Polymer Database
-tietokantaan [54] perustuvia. Hiilen spektristd voidaan erottaa nelja erilaista tilaa, joista
kolme erottuvat selkeind huippuina. Neljas tila eli C-COO-sitoutuvan hiilen piikki piti
sitoa tietokannan antamalle energiaerolle 0,55 eV C-C-tilan piikistd. Kyseistd pienta
piikkid lukuun ottamatta ohjelma (Casa XPS) sovitti piikit hyvin optimoiden sovitteen
sopivuuden mitattuun dataan.

Myos hapen tarkkuusspektriin tehtiin sovitteet eri kemiallisille tiloille. Seké
poly(L-laktidi):ssa ettd polykaprolaktonissa havaitaan esteriryhmén kaksi eri tavalla
sitoutunutta happiatomia, seka kaksois- ettd yksoissidoksella hiileen sitoutunut.
Kyseiset signaalit saatiin erotettua mitatusta spektristd kahtena toisistaan eroavan sovi-
tepiikkina. Liséksi polymeerin paateryhmissa esiintyy hydroksyyliryhma (-OH), jota voi
esiintyd myos pinnan epapuhtautena. Kyseisen hydroksyyliryhman energiasiirtyma on
keskelld esteriryhmien kahden eri happiatomin energiasiirtymié. [6, s. 56] Hydrok-
syyliryhmaé sovittui kuitenkin energiasidonnoilla hyvin toistuvasti kaikkiin mittauksiin.
Hydroksyyliryhman tutkiminen on tarkedd biohajoavuuden tutkimisessa, koska
polymeeriketjun pilkkoutumien lisdd hydroksyyliryhmien maéraa. Kuvassa 5.10 on
esitetty esimerkkind hapen spektri, jossa ovat tydssa kaytetyt sovitteet.

100 % PLCL, huokoista-
maton, 0 d hydrolyysissi

Intensiteetti

536 532 528
Sidosenergia (eV)

Kuva 5.10:  Hapen tarkkuusspektri, johon on tehty sovitus kolmella eri kemiallisen ti-
lan piikilla.
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Edelld esiteltyjen kopolymeerin eri tavalla sitoutuneiden happiatomien lisaksi
materiaalissa seosaineena olevassa trikalsiumfosfaatissa on happea. Trikalsiumfosfaatin
happi on fosfaattiryhmassa (PO,), mutta sen energiasiirtymé on eri lahteista katsottuna
aina kopolymeerista tulevien vahvojen hapen signaalien kanssa paallekkéin. [55-57, 53]
Né&in ollen fosfaatin hapen kemiallisen tilan sovitepiikkid ei saatu sovitettua hapen
spektriin. Trikalsiumfosfaatissa esiintyvid muita alkuaineita ovat kalsium ja fosfori.
Molemmilta alkuaineilta mitattiin FAT-moodilla tarkkuusspektri ja niihin tehtiin tiloja
vastaavat sovitukset. Kuvassa 5.11 on esitetty kalsiumin ja fosforin tarkkuusspektrit.

40 m-% TCP, 40 m-% TCP, P2p
huokoistamaton, huokoistamaton,
3 d hydrolyysissa Ca 2p 32 1d hydr.o-"

lyysissa

Intensiteetti
Intensiteetti

356 352 348 344 140 136 132
Sidosenergia (eV) Sidosenergia (eV)

Kuva 5.11: Vasemmalla kalsiumin ja oikealla fosforin tarkkuusspektri ja niihin tehdyt
sovitteet.

Kummankaan alkuaineen sitoutumisessa ei havaittu muutoksia tyon naytteiden vélilla.
Néin ollen alkuaineiden signaaleista analysoitiin vain kyseisen alkuaineen méaéara pinnal-
la. Huomionarvoista on myds, ettd puskuriliuos, jossa naytteitd ikaytettiin, sisalsi fos-
faatteja, kuten aiemminkin on mainittu. Fosforin esiintyminen kahdessa eri yhteydessa
teki fosforin suhteellisen pintakonsentraation biohajoavuuden seurauksena tapahtuvien
muutosten analysoinnin mahdottomaksi. Kalsium oli kuitenkin alkuaine, jota esiintyi
vain trikalsiumfosfaatissa ja sen perusteella trikalsiumfosfaatin maara pinnalla voitiin
analysoida.

Kalsiumin tarkkuusspektriin on sovitettu erikseen 2pszp- ja 2pip-tilat, joiden
energiaerotus perustuu Kirjallisuuden arvoihin [53]. Fosforin 2p-tilojen energiaero on
kirjallisuudessa raportoitu niin pieneksi, ettd kyseisia tiloja ei voitu sovittaa mitattuun
fosforin spektriin erikseen. Kuten kuvasta 5.11 voidaan havaita signaali-kohina-suhde
on kalsiumin ja fosforin tarkkuusspektreissd huomattavasti heikompi kuin hiilen ja ha-
pen tarkkuusspektrien tapauksissa. Tama johtuu siitd, ettd seka kalsiumia ettd fosforia
havaitaan hiileen ja happeen nahden vdhan pinnalla. Kuvasta 5.11 on lisdksi huomioita-
Vva, ettéd intensiteetit eivét ole vertailukelpoisia.



6 TUTKIMUSTULOKSET

Tyo6ssé tutkittiin huokoisen komposiittimateriaalin biohajoavuuden alkuvaiheita XPS-
menetelmalld. Tutkitut ndytteet voidaan jakaa kahteen luokkaan: néytteisiin, joita ei ole
upotettu puskuriliuokseen, jossa biohajoaminen tapahtuu, ja naytteisiin, jotka ovat olleet
puskuriliuoksessa ja siten mahdollinen biohajoaminen on voinut alkaa. Naytteitd, joita
ei ole upotettu hydrolyysiliuokseen, kutsutaan l&htotilanteen naytteiksi ja niiltd méaaritet-
tiin niiden pinnan alkuainekoostumus, jotta tiedetaan tilanne, josta biohajoaminen kéayn-
nistyy. Hydrolyysiliuoksessa olleilta ndytteiltd seurataan niiden muutoksia hydrolyysi-
ajan funktiona. Kaydaan seuraavaksi l&pi tutkimuksessa saavutettuja tuloksia.

6.1 Biohajoavan komposiitin pinta laht6tilanteessa

Ty6ssa on tutkittu kolme erilaista ndytemateriaalia, kuten luvussa 5 on kerrottu. Nayttei-
t4, jotka ovat 100 % kopolymeeria ja néytteitd, joiden valmistuksessa on kaytetty joko
40 m-% tai 60 m-% B-trikalsiumfosfaattia, jolloin kopolymeeria on kaytetty vastaavasti
60 m-% ja 40 m-% lopullisesta komposiitista. Eri ndytemateriaalien valilla vaihtelee siis
valmistuksessa kaytetyn B-trikalsiumfosfaatin madra. Kuvissa 6.1a ja 6.1b laht6tilanteen
naytteiden alkuaineiden mitatut massaprosentit on piirretty valmistuksessa kaytetyn tri-
kalsiumfosfaatin massaprosentin funktiona. Kuvissa 6.1a ja 6.1b kolme nédytetyyppia si-
joittuvat vaaka-akselin kohtiin 0 m-%, 40 m-% ja 60 m-% trikalsiumfosfaattia. Mittauk-
sissa ovat olleet materiaaleista sek& huokoiset (lyhenne p, porous) ettd huokoistamatto-
mat (lyhenne n-p, non-porous) ndytteet. Liséksi valmistuksessa kéytetyistd p-trikalsium-
fosfaatin ja kopolymeerin massaprosenttiosuuksista on laskettu kunkin alkuaineen suh-
teellinen osuus massaprosenteissa. Alkuainekohtaiset lasketut arvot muodostavat kuviin
6.1a ja 6.1b suorat, joihin mitattuja arvoja voidaan verrata.

Kuvasta 6.1a, jossa on esitetty kalsiumin ja fosforin massaprosenttiosuudet,
voidaan huomata, ettd sekd kalsiumia ettd fosforia on molempien trikalsiumfosfaattia
siséltavien ndytteiden pinnalla vdhemmén, kuin siséfaasissa. Vastaavasti kuvassa 6.1b
on esitetty hiilen ja hapen massaprosentit ja kyseisestd kuvasta voidaan huomata, etta
hiiltd havaitaan selked ylimaara niiden néytteiden pinnalla, joissa on trikalsiumfosfaattia
pitéisi olla. Hapen ma&ra massaprosentteina on kaikilla ndytteill& 1&himpana valmistuk-
sessa kaytetyistd maéaristad laskettua hapen massaprosenttia. Seka trikalsiumfosfaatti etta
kopolymeeri sisdltavdt happea, jolloin happea voidaan havaita pinnalla riippumatta
kumpi komposiitin osapuoli on vallitsevampi pintakoostumuksessa. Kuvasta 6.1b
voidaan lisaksi huomata, ettd pelkéstd kopolymeerista koostuvien ndytteiden mitatut ja
valmistuksessa kaytetyista arvoista lasketut massaprosenttiosuudet ovat lahella toisiaan.
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Kuva 6.1: a) Kalsiumin ja fosforin b) hiilen ja hapen massaprosentit seka huokoiselta
(Ilyhenne p) ettéd huokoistamattomalta (lyhenne n-p) naytteeltd TCP:n mas-
saprosentin funktiona. Liséksi komposiitin valmistuksessa kaytetyista trikal-
siumfosfaatin ja kopolymeerin massaprosenttiosuuksista lasketut komposii-
tin alkuaineiden sisafaasin massaprosenttiosuudet viivoina molemmissa ku-
vissa.

Kalsiumin ja fosforin alimaara seka hiilen yliméara viittaavat siihen, etté trikal-
siumfosfaattia ei havaita pinnalla siséfaasin koostumuksen mukaista maaraa lahtotilan-
teessa ennen biohajoamisen kaynnistymista. Trikalsiumfosfaatin alimaéra voi selittya
useallakin erilaisella pintajarjestaytymiselld. Trikalsiumfosfaatti voi olla esimerkiksi
materiaalissa syvemmalld, jolloin siitd tuleva signaali on heikompi. Talléin pinta on ko-
polymeeririkkaampi. Tadman tyon pinta-analyyttisessa tutkimuksessa trikalsiumfosfaatin
kalsium voidaan havaita noin kuuden nanometrin syvyydeltd. [58] Trikalsiumfosfaattia
voidaan siis havaita pieni osuus, vaikka se ei olisi aivan p&éallimmaisessa kerroksessa.
Trikalsiumfosfaatin kaksi tehtdvaa materiaalissa ovat kopolymeerin hydrofobisuuden
muokkaaminen hydrofiiliseen suuntaan ja kopolymeerin mekaanisten ominaisuuksien
(lifan joustava) muokkaaminen jaykempddn ja kantavampaan suuntaan. Molemmat
néista tehtavista voivat tayttyd, vaikka trikalsiumfosfaattia ei olisikaan aivan paallim-
maéisissa kerroksissa. Trikalsiumfosfaatti on kuitenkin solujen tarttumisen kannalta mer-
kittdva materiaali ja sen tulisi olla solujen ulottuvissa.

Trikalsiumfosfaatin pieni suhteellinen pintakonsentraatio voi johtua myos trikal-
siumfosfaatin Klusteroitumisesta materiaalissa, jolloin sen kokonaismaarén kasvatta-
minen ei kasvattaisi endd havaittujen trikalsiumfosfaattiesiintymien mééraa vaan se kas-
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vattaisi vain trikalsiumfosfaatin klustereiden kokoa. Téalloin pinta-analyyttisen tutki-
muksen tilavuuteen osuisi satunnaisesti trikalsiumfosfaattiklustereita. Sanni Toropaisen
diplomityon [28] mukaan trikalsiumfosfaattiesiintymat ovat jakautuneet tasaisesti,
jolloin isojen trikalsiumfosfaattiklustereiden mahdollisuus voidaan sulkea pois. Talloin
elektronispektroskooppisen tutkimuksen pinta-alassa trikalsiumfosfaattiesiintymida on
lukuisia, jolloin myds trikalsiumfosfaatin mééran kasvaessa esiintymien maaran voisi
olettaa kasvavan.

Mahdollinen osasyy trikalsiumfosfaatin pieneen pintakonsentraatioon on myos
trikalsiumfosfaatin poistuminen materiaalista ennen pinta-analyyttista tutkimusta. Kom-
posiitin valmistusprosessissa saadaan sylinterin mallista komposiittitankoa, joka leika-
taan kirurgin veitselld ohuiksi néytenapeiksi. Ndytetangoista leikattujen naytenappien
leikkauspinnoillakaan ei havaita trikalsiumfosfaattia odotettua pintakonsentraatiota.
Pinta-analyyttisen tutkimuksen ja myods tamén diplomityén kanssa samassa projektissa
tehtdavien soluviljelytutkimuksien tulokset viittaavat siihen, etta trikalsiumfosfaatti olisi
materiaalissa kopolyesterin peittdmana. Talloin leikkauspinnalle pitdisi kuitenkin
avautua trikalsiumfosfaattiesiintymida. Trikalsiumfosfaatti on rakenteeltaan jauhemaista,
jolloin on mahdollista, ettd naytteiden leikkauksen yhteydesséa leikkauspinnalle kopoly-
meerikalvon alta avautuneet trikalsiumfosfaattiesiintymat hilseilevét pois.

Kuvista 6.1a ja 6.1b voidaan huomioida my®os, ettd huokoisten naytteiden (ku-
vissa ympyran muotoisina pisteind) kalsiumin, fosforin ja hiilen pinnan massaprosentti-
osuudet kayttaytyvat trikalsiumfosfaatin maaran funktiona samoin kuin valmistuksessa
kaytetyista madrista lasketut suorat. Huokoisten naytteiden mitatut alkuaineiden mas-
saprosenttiosuudet ovat kuitenkin selvésti pienemmat seké kalsiumin etté fosforin osalta
ja toisaalta hiilen huokoisten ndytteiden mitatut massaprosenttiosuudet ovat selvésti
suuremmat kuin valmistuksessa kaytetyistd massaprosenteista lasketut alkuaineiden
massaprosenttiosuudet. Huokoistamattomilla néaytteilla trikalsiumfosfaatin maaran funk-
tiona ei havaita muutoksia, vaikka valmistuksessa kaytetty trikalsiumfosfaatin maara on
kasvanut 40 m-%:sta 60 m-%:iin. Tdma ero huokoisten ja huokoistamattomien néyt-
teiden kayttaytymisessa viittaa siihen, etté trikalsiumfosfaattia voisi poistua tutkittavalta
pinnalta ennen pinta-analyyttista tutkimusta.

Huokoistamattomalla néytteell leikkauspinnalla ei ole yhta paljon ja yhté isoja
huokosia kuin huokoistetun ndytteen pinnalla, jolloin leikkauspinnalle avautuu
enemman trikalsiumfosfaattiesiintymid, joista trikalsiumfosfaattia voi myods paasta
poistumaan. Huokoisen néytteen tapauksessa osa leikkauspinnasta on huokosia, joiden
seindmien trikalsiumfosfaattiesiintymat eivat aukea leikkauksen yhteydessa. Téallgin
kopolymeerin peittdmid esiintymi& on edelleen ja vain osa trikalsiumfosfaattiesiintymis-
t4 aukeaa ja niiltd padsee poistumaan trikalsiumfosfaattia. Trikalsiumfosfaatin méarén
20 m-%:n lisdys on voinut joko kasvattaa trikalsiumfosfaattiesiintymien kokoa tai esiin-
tymistiheyttd. Kummassakin tapauksessa néaytteen leikkauksessa 60 m-% TCP-néytteen
leikkauspinnalle avautuu enemmén tai suurempia TCP-esiintymié kuin 40 m-% TCP:t4
siséltavan naytteen leikkauspinnalle. Tall6in molempien huokoistamattomien néytema-
teriaalien tapauksessa pinnalle avautuneista trikalsiumfosfaattiesiintymista voi poistua
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trikalsiumfosfaattia. Siten kummankin néytemateriaalin huokoistamattoman néytteen
havaitun trikalsiumfosfaatin lopullinen maara on lahes sama ja muutoksia trikalsiumfos-
faatin méarissé ei havaita valmistuksessa kéytetyn trikalsiumfosfaatin maaran funktiona.

6.2 Hydrolyysiajan vaikutus

Taman tyén néytteiden varsinainen biohajoaminen tapahtui hydrolyysiliuoksessa, joka
oli kehon nestetta jéljitteleva neste (lampétila 37, pH 7,4). Naytteita pidettiin hydrolyy-
siliuoksessa biohajoamisen alkuvaiheiden tutkimukseen suunnitellut ajat, joiden jalkeen
jokainen ndyte nostettiin pois hydrolyysiliuoksesta, huuhdeltiin, kuivattiin ja mitattiin.
Tyon tarkoitus oli tutkia biohajoavuuden alkuvaiheita, joten tutkittaviksi aikapisteiksi
valittiin 1aht6tilanteen néytteiden, eli hydrolyysiliuokseen kastamattomien néytteiden,
lisaksi 1, 3, 7, 14 ja 85 vuorokautta hydrolyysissa olleet naytteet. Aikapisteissa 3, 7 ja
14 on tutkittu tdman diplomityon kanssa samassa projektissa tehtavissa soluviljelytutki-
muksissa solujen kaytostd. Samojen aikapisteiden valinnalla sailytetddn mahdollisuus
tutkimusten tulosten vertailuun.

6.2.1 Kalsiumin suhteellinen pintakonsentraatio

Kalsium on tyon néytteissé alkuaine, jota on materiaalissa vain p-trikalsiumfosfaatissa.
Kalsiumin mé&arén tutkiminen on siis oleellista, kun arvioidaan trikalsiumfosfaatin maa-
raa pinnalla. Kuvassa 6.2 on esitetty kalsiumin suhteellinen pintakonsentraatio hydro-
lyysiajan funktiona ja kuvasta 6.2 on havaittavissa, ettd kalsiumia on vain joitain atomi-
prosentteja pinnalla. Léhtdtilanteen naytteiden tapauksessa valmistuksessa kaytetyisté
trikalsiumfosfaatin massaprosenteista (40 m-% ja 60 m-%) lasketut kalsiumin atomi-
prosentit ovat 6,3 at-% ja 10,5 at-%. Kuvasta 6.2 voidaan havaita, ettd kalsiumia on
huomattava alimaéara pinnalla koko biohajoamisen ajan.

Kalsiumin alimaaraa pinnalla on késitelty jo lahtotilanteen néytteiden tulosten
kohdalla ja samat pintarakenteet ovat mahdollisia syita kalsiumin pieneen suhteelliseen
pintakonsentraatioon myds hydrolyysiajan funktiona. Kuvassa 6.2 on kuitenkin huo-
mionarvoista, ettd kalsiumin méaara laskee hydrolyysiajan funktiona 14 ja 85 vuoro-
kauden valilla. Tama viittaa siihen, ettd kalsiumia poistuu pinnalta. Hydrolyysiajan
funktiona kalsiumin poistuminen ei selity pelkéstdan leikkauksen yhteydessé auenneilla
trikalsiumfosfaattiesiintymill ja niiden mahdollisella irtoamisella ndytteen leikkauspin-
nalta. Sen sijaan hydrolyysiajan funktiona trikalsiumfosfaattiesiintymia voi tulla esille
kopolymeerin hajotessa niiden ympaériltd. Nama kopolymeerin alta esiin tulleet trikal-
siumfosfaattiesiintymét voivat liueta hydrolyysiliuokseen tai poistua tutkittavalta pin-
nalta huuhteluiden yhteydessd. On my6s mahdollista, ettd pinnalle tulee hydrolyysi-
liuoksesta epédpuhtautta, joka peittdd pinnan rakennetta ja heikentda siten trikalsium-
fosfaatista tulevaa kalsiumin signaalia.
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Kuva 6.2: Kalsiumin suhteellinen konsentraatio hydrolyysiajan funktiona, kun huomi-
oidaan vain komposiittinaytteen sisaltaméat alkuaineet hiili, happi, kalsium
ja fosfori.

Ahola et al. ovat tutkineet biohajoamista sisafaasissa vastaavilla materiaaleilla,
joita t&ssd tyossa on tutkittu. Artikkelissaan [37] Ahola et al. ovat raportoineet tri-
kalsiumfosfaatin kumulatiivisia liukoisuuksia hydrolyysiliuokseen. Artikkelissa tode-
taan, ettd trikalsiumfosfaatin liukoisuus on hyvin hidasta. Vuoden hydrolyysiajan
jalkeen enintddn 10 m-% né&ytteen trikalsiumfosfaatin kokonaismaarastd on liuennut
hydrolyysiliuokseen. Artikkelin mukaan voidaan kuitenkin havaita, ettd 12 viikon
hydrolyysiajassa liukenemista on jo tapahtunut. [37] Pinta-analyyttiset tulokset
viittaisivat siihen, ettd 12 viikossa liuennut trikalsiumfosfaatti olisi liuennut materiaalin
pinnalta, jolloin kalsiumin suhteellinen pintakonsentraatio pienenee entisestadn. Liuke-
nemisen alkaminen pinnalta on mahdollista, koska pinta on ensimmaisend yhteydessé
hydrolyysiliuoksen kanssa ja toisaalta pinnalla hydrolyysiliuoksen vuorovaikutus on
voimakkainta, koska liuos liikkuu herkimmin ja kulkeutumista materiaaliin tai mate-
riaalista pois ei tarvita.

6.2.2 Komonomeerien suhteelliset osuudet

Tyossé tutkittavan komposiittimateriaalin matriisimateriaalina oli kopolymeeri. Koska
matriisimateriaali koostui polyesteriketjuista, joissa oli kahdenlaisia monomeereja, ja
molemmilla monomeereilla on oma kontribuutionsa materiaalin ominaisuuksiin, pyrit-
tiin eri monomeereista tulevan signaalin erottamiseen pinta-analyyttisissa tuloksissa.
Tatd varten tyossa luotiin sovitusparametrit, jotka on esitelty luvussa 5.5. Sovituspara-
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metrien avulla hiilen signaali saatiin jaettu kahteen toisistaan erottuvaan osaan, joista
toinen oli poly(L-laktidi)-monomeerista ja toinen polykaprolaktonimonomeerista. Néin
saatiin maaritettyd pinnan eri monomeerien suhteelliset osuudet. Kuvassa 6.3 on esitetty
komonomeerien suhdeluku hydrolyysiajan funktiona.
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Kuva 6.3: Poly(L-laktidi):n hiilen suhteellisen osuuden suhde polykaprolaktonin hiilen
suhteelliseen osuuteen eri naytteilla hydrolyysiajan funktiona.

Kuvassa 6.3 mustalla katkoviivalla on merkitty kopolymeerin valmistajan anta-
mista sisafaasin monomeerien suhteista 69/31 laskettu suhdeluku. Kyseinen siséfaasin
koostumus on ennen hydrolyysiliuokseen upottamista. Lisdksi kuvassa on laskettu
kaikista mittauspisteistd poly(L-laktidi):sta tulevan signaalin osuuden suhde polykapro-
laktonista tulevaan signaalin osuuteen. Kuvasta voidaan havaita, ettd suhdeluku on
suurimmalla osalla néytteistd suurempi kuin materiaalin valmistajan antamista pelkén
kopolymeerin siséfaasin arvoista lasketun katkoviivan arvo. Kun suhdeluku on
suurempi kuin katkoviivan arvo, poly(L-laktidi):a on kyseisen aikapisteen mittauksessa
pinnalla enemman kuin valmistajan ilmoittama poly(L-laktidi):n siséfaasin osuus. Ku-
vaa voidaan siis tulkita siten, ettd kopolymeeri on laskostunut pinnalle biohajoamisen
alkuvaiheissa niin, ettd poly(L-laktidi):a on pieni yliméara ja polykaprolaktonia pieni
alimaard pinnalla verrattuna sisafaasin koostumukseen. Taulukossa 6.1 on esitetty
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kuvan 6.3 suhdelukuja vastaavat suhteet numeroin. Taulukossa osuudet on pyoristetty,
mutta kuvassa 6.3 lasketut pisteet on laskettu kolmen desimaalin tarkkuudella.

Taulukko 6.1: Komonomeerien suhteellisten pintakonsentraatioiden suhteet.

PLLA / PCL Kopolymeeri | Komposiitti, 40% TCP | Komposiitti, 60% TCP
Hydrolyysiaika (d)| n-p p n-p p n-p p
0 68/32 | 72/28 76 /24 74 /26 72/28 70/30
1 70/30 | 68/32 74 /26 68 /32 69 /31 73/ 27
3 70/30 | 62/38 76 /34 69 /31 77 /23 74 /26
7 69/31| 65/35 69 /31 73 /27 76 /24 73/ 27
14 72 /28 | 62/38 72/28 70/30 76 /24 73 /27
85 63/37 | 58/42 64 /36 62 /38 69 /31 60/ 40

Yhtendisia muutoksia polymeerisuhteissa ei havaita hydrolyysiajan funktiona
ensimmadisten kahden viikon aikana, mutta kahden viikon ja 12 viikon vélilld muutoksia
tapahtuu kaikilla naytteilld. Kyseisessa 10 viikon ajassa poly(L-laktidi):n méaéara suh-
teessa polykaprolaktoniin pienenee ja suhdeluku laskee pienemmaksi kuin valmistajan
ilmoittamista osuuksista laskettu sis&faasin koostumuksen suhdeluku. Voidaan siis
paatelld, ettd pinnalla biohajoaminen kaynnistyy kopolymeeriketjun poly(L-laktidi)-
osista. Ahola et al. ovat tutkineet komonomeerien suhteellisia osuuksia sisafaasissa
lahtdtilanteessa sekd 26 ja 52 viikon hydrolyysiajan jalkeen. Kyseisten tulosten
perusteella poly(L-laktidi):n osuus kasvaa ja polykaprolaktonin osuus pienenee hydro-
lyysiajan funktiona. Lisdksi on todettu, ettd trikalsiumfosfaatin maard materiaalissa
hidastaa muutosta. Tutkimuksen aikapisteet ovat kuitenkin huomattavasti taman tyon
pinta-analyyttisen tutkimuksen aikapisteitd pidemmalla valilla. [37] Tassd tydssa
elektronispektroskooppisella menetelmalld tehdyn pinta-analyyttisen tutkimuksen pe-
rusteella paadytéan sisafaasin tulosten kanssa painvastaiseen tulokseen.

Erot siséfaasin ja pinnan kayttaytymisessa eivat ole ristiriidassa, koska pinnan
kayttaytymisen voidaan olettaakin olevan erilaista kuin siséfaasin kayttaytymisen. Aho-
la et al. ovat raportoineet, ettd amorfisempi osa kopolymeerista hajoaa ensin [37].
Amorfiseen osaan vesi paasee vaikuttamaan kiteista tai puolikiteistd materiaalin osaa
nopeammin. Talloin myo6s reaktio veden kanssa eli biohajoaminen voi tapahtua no-
peammin. Pinnalla amorfisuudella ja kiteisyydell& ei kuitenkaan oletettavasti ole vastaa-
vaa merkitysta, koska jokainen osa pintaa vuorovaikuttaa ympéardivan nesteen kanssa.

6.2.3 Hydroksyyliryhmien suhteellinen pintakonsentraatio

Biohajoamisesta kertoo myds hydroksyyliryhmien maaran kasvu. Hydroksyyliryhmid
muodostuu polymeeriketjujen paateryhmiksi, kun polymeeriketju pilkkoutuu. Kuvissa
6.4 ja 6.5 on esitetty hapen kemiallisten tilojen muutokset hydrolyysiajan funktiona.
Kuvassa 6.4 on hapen kemiallisten tilojen muutokset huokoistamattomilla naytteilld ja
kuvassa 6.5 vastaavat muutokset huokoisilla ndytteilld. Kuten kuvista ndhdaan, hapen
kemiallisissa tiloissa ei tapahdu yhtendisia ja merkittdvia muutoksia ensimmadisten 14
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vuorokauden kuluessa. Vasta 14 ja 85 vuorokauden valilla hapen kemiallisten tilojen
suhteellisissa pintakonsentraatioissa on havaittavissa selvia muutoksia, kun hydroksyy-
liryhmien mééra pinnalla kasvaa merkittavasti, myods C-O-sidosten suhteellinen pinta-
konsentraatio kasvaa ja vastaavasti C=0-sidosten suhteellinen konsentraatio pinnalla
laskee.
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Kuva 6.4: Hapen kemiallisten tilojen Kuva 6.5: Hapen kemiallisten tilojen
atomiprosenttien muutokset atomiprosenttien muutokset
hydrolyysiajan  funktiona hydrolyysiajan  funktiona
huokoistamattomilta huokoisilta naytteilta.
naytteilta.

Hydroksyyliryhmien suhteellisen pintakonsentraation kasvusta voidaan paéatella,
ettd biohajoaminen on kaynnistynyt pinnalla 14 ja 85 vuorokauden valilla. Kopoly-
meeriketju on alkanut pilkkoutua ja p&ateryhmien suhteellinen pintakonsentraatio on
kasvanut. Liséksi paateryhmat ovat mahdollisesti jarjestaytyneet kohti pintaa, jolloin
niiden maaran kasvu on korostunut. Toisaalta kéytettdessa suhteellisia pintakonsentraa-
tioita yhden osuuden kasvaessa jonkin toisen osuuden on pienennyttéva. Polyestereiden
hajotessa C=0-sidokset eivat katkea, kuten estereiden hajoamista selventévasta kuvasta
2.3 voidaan huomata. Suhteellinen pintakonsentraatio C=0-sidosten osalta pienenee esi-
merkiksi padteryhmien segregaation seurauksena.

Lahtotilanteessa ja koko tutkimuksen ajan lahes kaikilla ndytteilld havaitaan
hydroksyyliryhmid, vaikka komonomeerit eivét kyseisia funktionaalisiaryhmié sisalla.
Havaitut hydroksyyliryhmét ovat peréisin kopolymeerin péateryhmista ja on mahdollis-
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ta, ettd paateryhmat segregoituvat kohti pintaa kuten luvussa 2 on kerrottu. Talloin paa-
teryhmien konsentraatio pinnalla voi olla korkeampi kuin sisafaasissa. Toisaalta ilma-
kehélle altistuneeseen polymeerindytteeseen, jota ei ole késitelty tyhjiéssa, on voinut
tarttua epédpuhtauksia, jotka voivat myos sisdltdd hydroksyyliryhmid. Pinta-analyytti-
sessd tutkimuksessa materiaalin pinnalla havaitaan seké paateryhmisté ettd mahdollisista
epédpuhtauksista peréisin olevia hydroksyyliryhmié, jolloin hydroksyyliryhmien havait-
seminen kaikissa tutkimuksen vaiheissa on luonnollista.

6.2.4 Alkuaineiden suhteelliset osuudet

Alkuaineiden suhteellisten osuuksien valisten muutosten havaitsemiseksi esitetdan kom-
posiittimateriaalin kaikkien alkuaineiden suhteelliset pintakonsentraatiot hydrolyysiajan
funktiona kuvassa 6.6. Kuvasta 6.6 voidaan huomata, ettd lahtotilanteen hydrolyysi-
liuokseen kastamattomien ja yhden paivan hydrolyysissa olleiden naytteiden valilla ha-
vaitaan muutoksia. Muutokset eivét kuitenkaan ole yhdenmukaisia ja niiden taustalla
uskotaan olevan néytteiden hydrolyysiliuokseen kastamisen aiheuttamat erot. Taulukos-
sa 6.2 on esitetty hydrolyysiliuoksen siséltdmén natriumin havaitut suhteelliset pinta-
konsentraatiot. Kuvasta 6.6 ja taulukosta 6.2 voidaan tehda paatelmia alkuainesuhteiden
muutoksista.

Taulukko 6.2: Natriumin maara eri naytteilla atomiprosenteissa.

Hydro- | Natriumin maara eri naytteilla (at-%)

lyysiaika Kopolymeeri Komposiitti, 40% TCP | Komposiitti, 60% TCP
(d) n-p p n-p p n-p p
0
1 0,49 0,15
3 0,18 0,47
7 0,06 1,21
14 0,27 0,31 0,31 0,33
85 0,51 2,68 0,38 2,17 0,64

Taulukosta 6.2 voidaan huomata, ettd natriumia havaitaan pinnalla enemman hyd-
rolyysiajan funktiona ja toisaalta naytteilld, jotka siséltavat trikalsiumfosfaattia ja ovat
huokoistamattomia. Hydrolyysiliuos siséltdd natriumia, joten natriumin kasvu hydro-
lyysiajan funktiona johtuu hydrolyysiliuoksen jaamisté pinnalla.

Kuvasta 6.6 voidaan tehd& huomioita myos alkuaineiden suhteellisten osuuksien
muutosten lisdksi huokoisten ja huokoistamattomien néytteiden valisten muutosten
eroista. Kalsiumin suhteellisen pintakonsentraation laskua lukuun ottamatta kaikilla
alkuaineilla 14 ja 85 vuorokauden vélilla huokoisten ja huokoistamattomien naytteiden
muutosten suunnat eroavat toisistaan.
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Kuva 6.6: Vasemmalla ylhaalla hiilen, oikealla ylhaalla hapen, vasemmalla alhaalla
kalsiumin ja oikealla alhaalla fosforin suhteelliset pintakonsentraatiot hyd-

rolyysiajan funktiona.

Huokoistamattomilla naytteilld fosforin maara kasvaa 14 ja 85 vuorokauden vélisend
aikana. Myo6s hapen méaard pinnalla kasvaa huokoistamattomilla trikalsiumfosfaattia
sisaltavilla naytteilld 14 ja 85 vuorokauden hydrolyysiaikojen vélilla. Vastaavasti nat-
riumia havaitaan kyseisilla naytteilla reilusti. Hydrolyysiliuoksessa on fosfaatteja, jotka
sisaltavat happea ja fosforia. Lisaksi natrium on yksi hydrolyysiliuoksen alkuaine, joten
fosforin, hapen ja natriumin muutosten ollessa kaikilla trikalsiumfosfaattia sisaltavilla
huokoistamattomilla naytteilld saman suuntaiset ja muutosten erotessa muiden néyt-
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teiden muutoksista voidaan pééatelld, ettd huokoistamattomille trikalsiumfosfaattia sisél-
taville naytteille hydrolyysiliuoksesta jaa eniten jadmia. Tama voi johtua esimerkiksi
mekaanisen huuhtelun heikosta tehosta huokoistamattomilla naytteilla.

Erot huokoisten ja huokoistamattomien trikalsiumfosfaattia siséltavien nayttei-
den 14 ja 85 vuorokauden hydrolyysiaikojen valilla tapahtuvissa muutoksissa ovat ha-
vaittavissa myos hiilen suhteellisissa pintakonsentraatioissa. Huokoistamattomien nayt-
teiden hiilen suhteellinen pintakonsentraatio laskee. Lasku voi johtua esimerkiksi pin-
nalle muodostuneesta epépuhtauskerroksesta, joka on pééatelty edella natriumin, fosforin
ja hapen suhteellisten pintakonsentraatioiden kasvusta huokoistamattomilla naytteilla.
Huokoisten trikalsiumfosfaattia siséltdvien ndytteiden hiilen pintakonsentraatiot
kasvavat 14 ja 85 vuorokauden hydrolyysiaikojen vélilla. Samalla kalsiumin, fosforin ja
hapen suhteelliset pintakonsentraatiot laskevat huokoisilla néaytteilla. Huokoisilla nayt-
teill& pinnasta tulee siis entista kopolymeeririkkaampi hydrolyysiajan funktiona ja tdma
nakyy hiilen suhteellisen pintakonsentraation kasvuna seké kalsiumin ja fosforin suh-
teellisen pintakonsentraation laskuna.

Vastaavia eroja huokoisten ja huokoistamattomien pelkasta kopolymeerista
koostuvien naytteiden tapauksessa ei havaita. Naytteet, jotka ovat 100 % kopolymeeria,
kayttdytyvat huokoisena ja huokoistamattomana ldhes samoin. Naytteilla ei havaita
fosforia eika juurikaan natriumia. Tallin voidaan todeta, ettd hydrolyysiliuoksesta ei
jaa jaamia 100 % kopolyesterin pinnalle. Tama voi johtua esimerkiksi pinnan hydro-
fobisuudesta. Trikalsiumfosfaattia sisaltavien naytteiden kayttdytyminen on erilaista ja
toisaalta trikalsiumfosfaatti muokkaa pintaa hydrofiilisemmaksi.

6.3  Tyo6n tulosten vertailu muihin tutkimuksiin

Tama diplomityd on osa projektia, jossa kehitetdédn biohajoavia kudostukirakenteita.
Projektin tutkimuksiin liittyvat myos soluviljelytutkimukset, joihin samoja materiaaleja
on toimitettu. Kaikista luvun 6.2 kuvista voidaan havaita, ettd yhtendisia muutoksia bio-
hajoamisen seurauksena ei havaita 14 ensimmaisen vuorokauden aikana. Pinta-analyyt-
tinen tulos biohajoamisen kaynnistymisestd vasta kahden ja 12 viikon vélilla on solujen
tarttumisen kannalta hyva. Synteettisen biohajoavan kudostukirakenteen on tarkoitus
hajota biologisesti luonnollisen kudoksen tieltd samassa tahdissa luonnollisen kudoksen
kasvun kanssa. Kun biohajoamista ei havaita 14 ensimmaisen vuorokauden aikana, solut
voivat ensin kiinnittyd muuttumattomaan materiaaliin ja vasta, kun kudoksen kasvu on
kéynnistynyt, synteettinen materiaali alkaa hajota.

Pinta-analyyttisessé tutkimuksessa havaittiin, ettd p-trikalsiumfosfaattia ei esiin-
ny pinnalla materiaalin valmistuksessa kaytettyd maaréé vastaavaa pintakonsentraatiota.
Pinta-analyyttisten tutkimusten pohjalta arvioitiin, etta p-trikalsiumfosfaatti on kopoly-
meerikalvon peittdméand. Samoilla materiaaleilla on tehty soluviljelytutkimuksia ja
myos soluviljelytutkimuksissa on havaittu, ettd valmistuksessa kéytetty trikalsiumfos-
faatti ei ole solujen ulottuvissa pinnalla. Trikalsiumfosfaatin heikko esiintyminen
havaitaan soluviljelytutkimuksissa sekd néytemateriaalin leikkauspinnalla ettd huokos-
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ten pinnoilla. Yhdessa pinta-analyyttiset ja soluviljelytutkimuksen tulokset vahvistavat
arviota trikalsiumfosfaatin peittymisesta kopolymeerin alle solujen ulottumattomiin.

Ahola et al. [37] ovat tutkineet samojen materiaalien, joita tassa tydssa tutkittiin,
sisdafaasin biohajoamista pitkélld aikavalilla. Artikkelissaan Hydrolytic degradation of
composites of poly(L-lactide-co-e-caprolactone) 70/30 and p-tricalcium phosphate he
esittelevat eri sisdfaasin tutkimusmenetelmin saatuja tuloksia. Kaiken kaikkiaan
trikalsiumfosfaatin ei havaita vaikuttavan merkittavasti kopolymeerin biohajoamiseen,
mutta trikalsiumfosfaatilla on suuri merkitys bioyhteensopivuudessa ja biofunk-
tionaalisuudessa. Yhdistettyna tdmaén tyon pinta-analyyttiset tulokset siséfaasista
saatuihin tuloksiin voidaan materiaalin biohajoaminen ja biofunktionaalisuus ymmartaa
kokonaisvaltaisesti kehittden materiaalin ominaisuuksia edelleen biofunktionaalisem-
paan suuntaan. Esimerkiksi trikalsiumfosfaatin heikon pintaesiintymisen parantaminen
voisi lisatd materiaalin biofunktionalisuutta entisestaan.

Seké poly(L-laktidi) ettd polykaprolaktoni ovat laaketieteellisten sovellusten ja
niiden kehityksen kiinnostuksen ja tutkimuksen kohteena. Kirjallisuudesta 16ytyy useita
julkaisuja [59-65], joissa kyseisten polymeerien bioyhteensopivuutta ja biofunktionaali-
suutta on tutkittu ja kehitetty. Eri tutkimusten artikkeleista on huomattavissa, etta sa-
moilla materiaaleilla on suuri maara erilaisia muuntumismahdollisuuksia. Polymeereja
on seostettu ja niista on tehty kopolymeereja, lisaksi tutkimuksissa solujen kiinnittymis-
ta on lisétty erilaisilla pinnan kasittelyilla. Usein materiaaleille on kuitenkin tehty pinta-
analyyttista tarkastelua, jotta solun kanssa vuorovaikuttavaa pintaa voidaan tutkia.
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Taman tyon tutkimuksen kohteena oli huokoisen komposiitin biohajoavuuden alkuvai-
heet materiaalin pinnalla. Tutkittavasta materiaalista kehitetdan biohajoavia kudostuki-
rakenteita biologiseen ymparistoon, esimerkiksi korvaamaan ihmiskehon luu, jolloin
materiaalin tulee olla bioyhteensopiva. Lisaksi hyva biofunktionaalisuus parantaa mate-
riaalin toimivuutta biologisessa ympéristossa. Taman tyon tutkimuksissa kaytetty mate-
riaali oli poly(L-laktidi-co-kaprolaktoni):n B-trikalsiumfosfaattikomposiitti. Poly(L-lak-
tidi-co-kaprolaktoni) on kopolymeeri, eli koostuu kahden esterimonomeerin muodos-
tamasta polyesteriketjusta. Kopolymeeri on ollut tyén ndytteissd matriisimateriaalina,
johon trikalsiumfosfaattia on seostettu. Komposiittimateriaali on liséksi huokoistettu,
jotta se muistuttaa luonnollista luuta ja solut voivat kulkeutua materiaalin siséan ja
tarttua kauttaaltaan materiaaliin.

Materiaalin biohajoavuus on tarke& ominaisuus, jotta ihmiskehoon istutettua ku-
dostukirakennetta ei tarvitse poistaa. Lisaksi synteettinen biohajoava kudostukirakenne
mahdollistaa luonnollisen kudoksen kasvun synteettisen materiaalin hajotessa pois sa-
massa tahdissa. Jotta kasvu ja biohajoaminen etenevét samassa tahdissa, biohajoamisen
nopeus on ratkaiseva kudostukirakennemateriaalin ominaisuus. Tdman tyon néytteiden
biohajoaminen on toteutettu in vitro —menetelmé&lla. Tutkittavat naytteet upotettiin
kehon nestetta jaljittelevaédn nesteeseen, jossa niiden biohajoaminen k&ynnistyi ja eteni.
Pinta-analyyttista tutkimusta tehtiin sek& hydrolyysiliuokseen kastamattomille, ettd hyd-
rolyysissa eri ajan olleille naytteille. Hydrolyysiliuoksessa komposiitin matriisimateriaa-
li reagoin veden kanssa hajoten oligo- ja monomeereiksi, jotka liukenevat nesteeseen.

Synteettisen materiaalin ja biologisen ympériston vélinen vuorovaikutus tapah-
tuu materiaalin pinnalla. Talléin on térkedd tuntea materiaalin pinnan ominaisuudet ja
koostumus, jotta pinnan rakennetta muuttamalla voidaan muuttaa vuorovaikutusta bio-
logisen ympariston kanssa. Tassé tydsséd huokoisen biohajoavan komposiitin pintaa on
tutkittu kayttden rontgenviritteistd fotoelektronispektroskopiaa (XPS). Tydssad on
osoitettu, ettd XPS-menetelmd soveltuu hyvin huokoisen komposiittimateriaalin pinta-
analyyttiseen tutkimukseen. XPS-menetelmélld on madritetty komposiitin pinnan koos-
tumus ja muutokset pinnan kemiallisessa rakenteessa hydrolyysiajan funktiona. Luo-
malla uusi sovitustapa hiilen signaaliin voitiin erottaa alkuaineiden kemiallisten tilojen
suhteellisten pintakonsentraatioiden liséksi myds kahden kopolymeerin monomeerien
hiilten signaalit. N&in voitiin arvioida myds komonomeerien suhteita biohajoamisen
funktiona.

Taman tyon tutkimuksissa havaittiin, ettd materiaalin pinnan kemiallinen koos-
tumus muuttuu, kun materiaali on kastettu hydrolyysiliuokseen. Varsinaista biohajoa-
mista ei kuitenkaan havaita ensimmaisten kahden viikon aikana, mutta 12 viikon hydro-
lyysiajan jalkeen biohajoamisen aiheuttamia muutoksia materiaalin pinnan rakenteessa
havaitaan. Tamé& tulos biohajoamisen kaynnistymisestd vasta kahden ja 12 viikon
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valilla, on solujen kiinnittymisen kannalta hyvé. Synteettisen kudostukirakenteen on
tarkoitus hajota elimistostda samassa tahdissa, kun elimist6 muodostaa luonnollista
kudosta synteettisen kudostukirakenteen tilalle. Talléin on hyva, etta solut voivat tarttua
ja jakaantua pinnalla, joka ei muutu. Vasta kun solujen kasvu on hyvasséd vauhdissa,
synteettinen kudostukirakenne alkaa hajota.

Taman tyon pinta-analyyttisessd tutkimuksessa havaittiin myods B-trikalsium-
fosfaatin peittyminen kopolymeerikalvon alle seké trikalsiumfosfaatin poistuminen pin-
nalta. Trikalsiumfosfaatista tutkittu kalsiumin suhteellinen pintakonsentraatio oli kaikil-
la naytteilld koko biohajoamista tutkitun ajan selvésti pienempi, kuin valmistuksessa
kaytetyista B-trikalsiumfosfaatin maaristd laskettu kalsiumin siséfaasin suhteellinen
konsentraatio. Projektin, jonka osana tdméa diplomityd on tehty, soluviljelykokeissa on
havaittu, ettd pinnalla ei ole solujen ulottuvissa riittavasti p-trikalsiumfosfaattia ja -
trikalsiumfosfaatin lisédminen materiaalin valmistusvaiheessa ei paranna tilannette. Pin-
ta-analyyttiset ja soluviljelytulokset yhtyvét toisiinsa P-trikalsiumfosfaatin heikon
esiintymisen suhteen ja voidaan todeta, ettd kopolymeeri on peittdnyt p-trikalsiumfos-
faattiesiintymét materiaalissa.

Tyon tutkimuksia voitaisiin jatkaa tutkimalla esimerkiksi biohajoamista tdman
tyon osoittamien biohajoamisen kannalta oleellisten hydrolyysiaikojen kohdalla kahden
ja 12 viikon valilla. Liséksi tyossa todettua hydrolyysiliuoksen kastelun vaikutusta olisi
mielenkiintoista tutkia. Kasteltujen lahtétilanteen néaytteiden tutkimuksella saavutettai-
siin lahtétilanne, joka biohajoamisella on biomateriaalin luonnollisessa ymparistossa.
Myas erilaisten naytteiden valmistus- ja tutkimusteknisten asioiden merkitys on selvin-
nyt tdman tyon pinta-analyyttisissa tutkimuksissa ja niihin voidaan jatkossa kiinnittaa
huomiota. Taman tyon tutkimusten tarkoitus oli tutkia biohajoamisen alkuvaiheita
huokoisen komposiittimateriaalin pinnalla. Tyén mittauksissa onnistuttiin tekeméan hy-
vin toistuva mittaussarja, josta saatiin hyvin tehdyilla analyyseilla selvitettyd biohajoa-
misen kannalta tarkedt muutokset materiaalin pinnalla. Tydssé saatuja tuloksia biohajoa-
misen alkuvaiheista voidaan hyédyntdd materiaalin kehityksessa yhad biofunktionaali-
sempaan suuntaan. Lisaksi kehitettyja analysointimekanismeja voidaan hyddyntaa jat-
kotutkimuksissa. Taman tyon tavoitteiden katsotaan siis tayttyneen.
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LIITE A: TARKENTAVIA TAULUKOITA

Taulukko A.1:
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Tyossa tutkittujen naytemateriaalien yksikasitteinen nimeaminen.

1:100% PLCL

2:60% PLCL, 40% TCP
3: 40% PLCL, 60% TCP

0: huokoistamaton
1: huokoinen

Hydrolyysi- | Hydrolyysi-
ajan ajan
kymmenet ykkoset

naytteen
toistoon
viittaava
numero

Esimerkki: 60% PLCL ja 40% TCP, huokoinen, 14 péivaé hydrolyysissa ollut ja 1.
mitattu kyseisestd materiaalista

1

Taulukko A.2: Hiilen seitseman eri tilan sovituksien véliset sidonnat Casa XPS -
ohjelmassa. Liséksi paikan sidonnoissa on joustettu 0,1 eV verran,
joka on XPS-mittausten virheen rajoissa, jotta summakayra mukailisi
mitattua spektrid mahdollisimman hyvin.

C-C C-O C=0 C-C C-C-0 C-0 Cc=0
(PL)A | (PL)B | (PL)C | (PCL)D | (PCLYE | (PCL)F | (PCL)H
. + + + +
Pakka | 285 13986 4.@734 A-0 | A+055 1.@179 4.@225
Puoliarvon- 1, A* A* A* A* A* A*
leveys 3.0000 | 1.0020 | 0.9545 | 0.7365 0.7208 0.7912 | 0.7312
Pinta-ala 0.0, A* A* 0.0, D* D* D*
1000000 | 0.93487 | 0.92210 | 10000000 | 0.32692 | 0.38289 | 0.309094
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LITE B: PINNAN MUUTOS RONTGENSATEILYN VAIKUTUKSESTA

100 % PLCL, Cls Cls
huokoinen,

0 d hydrolyysissa

O=C-C

N

C-0

=

u .

2/74,5min 4

v

=}

e

=

[Sam)

/
T80 " ke Toka
Sidosenergia (eV)

Intensiteetti
Intensiteetti

31,9 min [}

Sidosenergia(eV) Sidosenergia(eV)

Kuva B.1: Hiilen kemiallisten tilojen muutos mittausten aikana.
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100 % PLCL, huokoinen 60 m-% TCP, huokoinen
1 d hydrolyysissi 0 d hydrolyysissé

o=c ©O1s 10.7 min

FASSY
4

21.4 min

VW

32.1 min
R A

21,4 min .
42.8 min
A Dy omnr

32,1 min
64.1 min
AN fror oy

T T T T T T T T T T T T T
= 360 356 352
% Sidosenergia (¢V)
@ 42,8 min
% Kuva B.3: Kalsiumin kemiallisten tilo-
[ - . -
— - jen muutos mittausten aika-
na. Kuvasta on huomioita-
va, ettd mittauksia ei voitu
kalibroida hiilen  piikin
53,4 min avulla, koska hiilta ei mitat-
tu.
64,1minf ;; E
N I O
542 539 536
Sidosenergia (eV)

Kuva B.2: Hapen kemiallisten tilojen muutos mittausten aikana. Kuvasta on huomioi-
tava, etté mittauksia ei voitu kalibroida hiilen piikin avulla, koska hiilta ei mitattu.



LITE C: YLEISSPEKTREJA

60% TCP huokoinen

60% TCP huokoistamaton

40% TCP huokoinen
40% TCP huokoistamaton
PLCL huokoinen

sanal

PLCL huokoistamaton

1000 80 600 400 200 0
Sidosenergia (eV)
Kuva C.1: Kaikilta tyossa tutkituilta naytteilté lahtétilanteiden eli hydrolyysiliuokseen
kastamattomien ndytteiden yleisspektrit.



LIITE D: HIILEN TARKKUUSSPEKTRIT

100 % PLCL,
huokoistamaton

[C 1s] A

Intensiteetti

LN,
TTT T T T TT1
289 285
Sidosenergia (¢V)

Intensiteetti

100 % PLCL,
huokoinen

IC1s|] c.o

(PLLA) C-C

_ A,--
I
289 285
Sidosenergia (eV)
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Kuva D.1: Hiilen tarkkuusspektrit 100 % PLCL naytteeltd hydrolyysiajan funktiona.
Vasemmalla huokoistamattoman ja oikealla huokoisen naytteen spektrit.
Oikealla olevaan kuvaan on nimetty sovitteet, vastaava nimedaminen koskee
kaikkia liitteen D hiilen tarkkuusspektreja.
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40 m-% TCP, 40 m-% TCP,
huokoistamaton huokoinen
C 15] [C1s

Intensiteetti
Intensiteetti

0d Ay

EEEBEREERE ERN

RRRREE
289 285 289 285
Sidosenergia (eV) Sidosenergia (eV)

Kuva D.2: Hiilen tarkkuusspektrit 40 m-% TCP naytteeltd hydrolyysiajan funktiona.
Vasemmalla huokoistamattoman ja oikealla huokoisen naytteen spektrit.
Kuvan spektrit ovat edustavimmat mitatut kyseisid mittauspisteité vastaavat
spektrit. Joitain mittauksia toistettiin ja toistoista tyon tuloskuviin on merkit-
ty virhepalkit.
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60 m-% TCP, 60 m-% TCP,
huokoistamaton huokoinen
A

Intensiteetti
Intensiteetti

T T T 1T
289 285
Sidosenergia (eV)

T T T T T 171
289 285
Sidosenergia (eV)

Kuva D.3: Hiilen tarkkuusspektrit 60 m-% TCP naytteeltd hydrolyysiajan funktiona.
Vasemmalla huokoistamattoman ja oikealla huokoisen naytteen spektrit.
Kuvan spektrit ovat edustavimmat mitatut kyseisid mittauspisteité vastaavat
spektrit. Joitain mittauksia toistettiin ja toistoista tyon tuloskuviin on merkit-

ty virhepalkit.



LIITE E: HAPEN TARKKUUSSPEKTRIT

100 % PLCL,
huokoistamaton
S

o

85d

14d

~
o

Intensiteetti

[F8]
o,

<
o

Pyl

S

537 534 531 528
Sidosenergia (eV)

Intensiteetti

100 % PLCL,
huokoinen

|O s

85d

14d

~J
(=N

A

1d

0-C 0=C

0d Ol

Frrrp e
537 534 531 528
Sidosenergia (eV)
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Kuva E.1: Hapen tarkkuusspektrit 100 % PLCL naytteiltd hydrolyysiajan funktiona.
Vasemmalla huokoistamattoman ja oikealla huokoisen néytteen spektrit. Oi-
kealla olevaan kuvaan on nimetty sovitteet, vastaava nimeaminen koskee
kaikkia liitteen E hapen tarkkuusspektreja.
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40 m-% TCP, 40 m-% TCP,
huokoistamaton huokoinen
[O 15 [O1s

85d

85d 5:3
14d
| 14d

Intensiteetti
Intensiteetti

A

Tunnis-

1d

1d tamaton
Od& A
TTT T T[T ] TTTT T T 1T T]
537 534 531 528 537 534 531 528
Sidosenergia (eV) Sidosenergia (eV)

Kuva E.2: Hapen tarkkuusspektrit 40 m-% TCP naytteiltd hydrolyysiajan funktiona.
Vasemmalla huokoistamattoman ja oikealla huokoisen naytteen spektrit.
Kuvan spektrit ovat edustavimmat mitatut kyseisid mittauspisteité vastaavat
spektrit. Joitain mittauksia toistettiin ja toistoista tyon tuloskuviin on merkit-
ty virhepalkit.
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60 m-% TCP, 60 m-% TCP,
huokoistamaton huokoinen
0 1s]
l& A
= g
3d
On dl T\ &
TTTTTTTTTT]] T T T TTT]
537 534 531 528 537 534 531 528
Sidosenergia (eV) Sidosenergia (eV)

Kuva E.3: Hapen tarkkuusspektrit 60 m-% TCP naytteiltd hydrolyysiajan funktiona.
Vasemmalla huokoistamattoman ja oikealla huokoisen naytteen spektrit.
Kuvan spektrit ovat edustavimmat mitatut kyseisid mittauspisteité vastaavat
spektrit. Joitain mittauksia toistettiin ja toistoista tyon tuloskuviin on merkit-

ty virhepalkit.



