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Аннотация. Представлен метод минерализации нановолокон поликапролактона микроча-
стицами карбоната кальция (ватерита). Предложенный композитный материал может быть
использован в качестве тканеинженерного каркаса и средства доставки лекарственных ве-
ществ для регенеративной медицины. С помощью сканирующей электронной микроскопии
и рентгеновской дифракции исследован процесс перекристаллизации микрочастиц вате-
рита, сформированных на волокнах поликапролактона, в кальцит. Проведено сравнение
зависимостей массовых и количественных долей микрочастиц ватерита/кальцита от про-
должительности эксперимента. Полное время перекристаллизации микрочастиц ватерита
со средним диаметром 1.2 ± 0.4 мкм составляет 24 часа, а эффективное время их исполь-
зования в качестве контейнера для адресной доставки лекарственных средств ограничено
18 часами.
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Введение

Разработка новых композитных материалов
является одним из приоритетных направлений
развития медицинского материаловедения [1]. Со-
четание таких свойств полимерной матрицы, как
простота обработки и формирования, биосов-
местимость, биоразлагаемость [2], дополненных
микро- и наноструктурированной морфологией
[3], позволяет создавать новые материалы, спо-
собные инициировать регенерацию костной ткани
и замещаться вновь образованной [4].

Особый интерес представляют нетканые по-
лимерные материалы, изготовленные методом
электроформования (электроспининга), которые
структурно, химически и механически имитиру-
ют оригинальный внеклеточный матрикс и могут
быть получены из широкого спектра полимеров
[5]. Такие волокнистые материалы благодаря уни-
кальным физико-химическим свойствам нашли
применение в регенеративной медицине кожных
покровов [6], костных тканей [7] и реконструкции
хряща [8]. Были синтезированы и исследованы

композитные волокна, содержащие микрочасти-
цы карбоната кальция (CaCO3), а именно ватерит
[9, 10]. Как правило, волокна поликапролактона
используются в качестве матрицы [11, 12] и явля-
ются центрами роста для микрочастиц карбоната
кальция [13, 14]. Разработанный материал мо-
жет быть использован в регенеративной медицине
костных и иных повреждённых тканей.

Благодаря высокой пористости и значитель-
ной площади поверхности микрочастицы вате-
рита обладают высокой способностью к загруз-
ке лекарственных средств в объём микрочастиц
по сравнению с адсорбцией на гладких типах
поверхностей полимеров [15]. Минерализация
полимерных волокон покрытием на основе пори-
стых микрочастиц ватерита позволяет получать
наноматериалы не только с улучшенной остео-
кондуктивностью, но и с возможностью адресной
доставки лекарственных средств [16, 17]. Микро-
частицы ватерита не стабильны и со временем пе-
рекристаллизовываются в термодинамически ста-
бильную полиморфную модификацию – кальцит,
при этом теряя пористость структуры, вследствие
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чего биологически активные вещества, заранее
внедренные в поры ватеритных матриц, могут вы-
свобождаться в окружающее пространство.

Целью данного исследования было изуче-
ние процесса перекристаллизации микрочастиц
ватерита, выращенных на волокнах поликапро-
лактона, в кальцит с помощью сканирующей
электронной микроскопии (СЭМ) и рентгенов-
ской дифракции.

1. Материалы иметоды

1.1. Материалы

Для синтеза микрочастиц CaCO3 исполь-
зовали водные растворы дигидрата хлорида
кальция (CaCl2, Sigma-Aldrich, TESCAN, Че-
хия) и карбоната натрия (Na2CO3, Sigma-Aldrich,
TESCAN, Чехия). Для получения полимерных
волокон использовали: полимер – поликапролак-
тон ([-(CH2)5-CO2-O-]n, с молекулярной массой
80 кДа, Sigma-Aldrich, TESCAN, Чехия), мета-
новую кислоту (HCOOH) и этановую кислоту
(CH3COOH).

1.2. Электроформование волокон
поликапролактона

Для получения волокон поликапролактона
был использован метод электроформования. Рас-
твор поликапролактона с концентрацией 10 мас.%
готовили путем растворения гранул в смеси
растворителей – метановой и этановой кислот
(весовое соотношение 1 : 1). Для получения го-
могенного прядильного раствора гранулы полика-
пролактона и смесь растворителя при комнатной
температуре подвергали непрерывному переме-
шиванию в течение 2 ч. Формирование волокон
проводили в течение 3 ч (приложенное напряже-
ние 75 кВ, скорость подачи 7.8 мл/ч). Расстояние
между иглой и собирающим экраном составляло
0.25 м. Нетканый материал был получен путём
последовательного нанесения на подложку десяти
слоёв волокон поликапролактона со средним диа-
метром волокон 100 ± 50 нм.

1.3. Минерализация волокон поликапролактона
микрочастицами карбоната кальция

Для минерализации волокон поликапролак-
тона микрочастицами ватерита был использован
один из методов, описанных в работе [18]. Микро-
частицы ватерита были синтезированы из смеси
насыщенных растворов хлорида кальция (CaCl2)
и карбоната натрия (Na2CO3) с эквимолярными
концентрациями (0.5 М).

В пробирку с 1 мл раствора CaCl2 был по-
мещён образец волокон размером 2.5 × 3 см,
затем пробирка подвергалась ультразвуковой об-
работке в течение 1 минуты. Далее в пробирку
добавляли 1 мл раствора Na2CO3 и подвергали
ультразвуковой обработке в течение 1 мин, по-
сле чего её оставляли в состоянии покоя для
завершения процесса кристаллизации на 1 мин.
Эксперимент проводили в ультразвуковой ванне
(«Сапфир», Россия) при температуре 30°С, рабо-
чей частоте 35 кГц и интенсивности излучения
0.64 Вт/см2. Затем образец извлекали из про-
бирки, промывали этиловым спиртом и сушили
в сушильном шкафу при 45°С в течение 20–
25 мин. Однородное покрытие из микрочастиц
карбоната кальция на волокнах поликапролакто-
на формировали путём трехкратного повторения
стадии минерализации.

1.4. Исследование морфологии поверхности
и процесса перекристаллизации сформированных
на волокнах поликапролактона микрочастиц
ватерита

Для исследования морфологии поверхно-
сти полученных образцов использовали скани-
рующую электронную микроскопию в режиме
вторичных электронов (аналитический комплекс
на базе растрового электронного микроскопа
высокого разрешения Mira II LMU (TESCAN,
Чехия), широко применяемую для визуализации
объектов микромасштаба. Ускоряющее напряже-
ние составляло 30 кВ, диаметр пучка – 3.2 нм. Для
проведения исследований на образцы напыляли
золотое покрытие.

Для анализа фазового состава использо-
вался рентгеновский дифрактометр ДРОН-8Т
(АО «ИЦ» Буревестник», Россия, Санкт-Петер-
бург). Измерения рентгеновских дифрактограмм
проводили «на просвет» с использованием
CuKα-излучения. Анализ качественного состава
осуществляли с применением базы данных PDF-2
версии 2021 года. Соотношение между фазами
определяли по результатам анализа рентгенов-
ских дифрактограмм методом Ритвельда.

2. Обсуждение результатов

Полученные СЭМ изображения были об-
работаны с помощью программного обеспече-
ния Image J. Для определения среднего размера
сформированных микрочастиц карбоната каль-
ция в каждом технологическом цикле (ТЦ) ана-
лизу подвергали 500 микрочастиц. На рис. 1

Нанотехнологии, наноматериалы и метаматериалы 181



Изв. Сарат. ун-та. Нов. сер. Сер.: Физика. 2023. Т. 23, вып. 2

представлены СЭМ изображения образцов, про-
шедших три последовательных ТЦ. Средний
диаметр сформированных микрочастиц ватерита
после первого технологического цикла составил
1.5± 0.5 мкм, после второго – 1.0± 0.5 мкм, после
третьего – 1.2 ± 0.4 мкм.

Для исследования процесса перекристалли-
зации микрочастиц CaCO3, выращенных на во-
локнах поликапролактона, из ватерита в каль-
цит была использована методика, представленная
в работе [18]. Два одинаковых фрагмента иссле-
дуемого образца нетканого материала помещали
в пробирки с деионизованной водой. Через три
часа образцы извлекали из пробирок, промыва-
ли этиловым спиртом и сушили в сушильном
шкафу при 45°С в течение 20–25 мин. Первый
образец исследовали с помощью рентгеновской
дифракции. От второго образца отделяли фраг-
мент и исследовали с помощью сканирующей
электронной микроскопии. Процесс выдержки
в воде, промывки и сушки повторяли до за-
вершения процесса перекристаллизации, время
выдерживания образцов в деионизованной воде
составляло 24 часа.

На рис. 2 представлены изображения по-
верхности образцов композитных нетканых ма-
териалов, полученные с помощью сканирующей
электронной микроскопии с начала проведения
эксперимента по перекристаллизации до его пол-
ного завершения.

Для проведения количественного анализа
поверхности образца на полученныхСЭМизобра-
жениях в исследуемых временных точках на каж-
дом изображении проводился подсчет числа мик-
рочастиц ватерита сферической формы и кальци-
та кубической формы относительно общего числа
микрочастиц карбоната кальция, искомое отноше-

ние выражалось в процентах. Результаты анализа
представлены в таблице.

К 18-му часу эксперимента большая часть
микрочастиц ватерита распадалась на фрагменты
размером менее 100 нм, из-за чего определе-
ние формы частиц на основе СЭМ изображений
становилось невозможным, а последующий ко-
личественный анализ теряет свою надёжность
и эффективность. На СЭМ изображениях для
21-го часа эксперимента видно, что поверхность
исследуемых образцов композитных материалов
составляют микрочастицы кальцита без вклю-
чений ватерита, что указывает на завершение
процесса перекристаллизации.

Для анализа качественного фазового состава
регистрацию дифрактограмм проводили в интер-
вале углов 2θ от 20 до 70 градусов. На полученных
дифрактограммах наблюдали характерные пики
21.3° и 23.6°, соответствующие поликапролакто-
ну [19], 29.3° и 36°, соответствующие кальциту
[20] и 32.8°, соответствующий ватериту [21].

Для исследования процесса перекристалли-
зации микрочастиц ватерита в кальцит и опре-
деления массовых долей соответствующих по-
лиморфных модификаций в рассматриваемых
временных точках, были получены уточнённые
дифрактограммы в интервале 2θ от 27° до 37°
с увеличенным временем экспозиции (рис. 3).
Видно, что интенсивность пика 32.8°, соответ-
ствующего ватериту, постепенно уменьшается
и к 24-му часу практически исчезает, а интен-
сивность пиков 29.3° и 36°, соответствующих
кальциту, возрастает.

Методом Ритвельда был проведён анализ
массовой доли микрочастиц ватерита/кальцита
от общей массы карбоната кальция. Соотноше-
ние между фазами определяли по уточнённой

Рис. 1. СЭМ изображения полученных образцов после проведения технологических циклов с 1-го по 3-й
Fig. 1. SEM images of the obtained samples after the technological cycles from the 1st to the 3rd
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Рис. 2. СЭМ изображения поверхности синтезированных образцов композитных нетканых материалов,
полученные в результате процесса перекристаллизации

Fig. 2. SEM images of the surface of synthesized samples of composite nonwovens obtained as a result
of the recrystallization process

дифрактограмме (диапазон 2θ от 27° до 37°)
с использованием параметров элементарных яче-
ек, которые предварительно оценили по полной
дифрактограмме (диапазон 2θ от 20° до 70°). Ре-
зультаты представлены в таблице.

На рис. 4 представлены зависимости массо-
вых и количественных долей микрочастиц ватери-
та и кальцита относительно микрочастиц карбона-
та кальция в исследуемых временных точках.

Результаты эксперимента качественно согла-
суются с результатами работы [22], где пред-
ставлены временные зависимости процесса пере-
кристаллизации микрочастиц карбоната кальция
из ватерита в кальцит, полученные с помощью

сканирующей электронной микроскопии и рент-
геновской дифракции. Микрочастицы карбоната
кальция были получены методом копреципи-
тации, их средний диаметр 4.5 ± 1.0 мкм.
Представленные временные зависимости имели
экспоненциальный характер, время эксперимента
составляло 35 ч.

На полученных в результате проведённых
исследований зависимостях видно, что полная пе-
рекристаллизация сформированных на волокнах
поликапролактона микрочастиц ватерита в каль-
цит занимает 24 ч, при этом уменьшение времени
перекристаллизации обусловлено уменьшением
в 3 раза размера синтезированных микрочастиц.
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Рис. 3. Рентгеновские дифрактограммы исследуемых образцов композитных нетканых материалов в интервале 2θ от 27°
до 37° в рассматриваемых временных точках

Fig. 3. X-ray diffractograms of the studied samples of composite nonwovens in the 2θ range from 27° to 37° at the considered
time points

Массовые и количественные доли микрочастиц ватерита и кальцита относительно карбоната кальция
в исследуемых временных точках, %

Table. Mass and quantitative fractions of vaterite and calcite microparticles relative to calcium carbonate
at the studied time points, %

Время
эксперимента, ч /
Experiment time, h

Количественная
доля ватерита /

Quantitative fraction
of vaterite

Количественная
доля кальцита /

Quantitative fraction
of calcite

Массовая доля
ватерита / Mass
fraction of vaterite

Массовая доля
кальцита / Mass
fraction of calcite

0 98 2 70.7 29.3
3 95.5 4.5 69.2 30.8
6 88.5 11.5 66 34
9 79.7 22 51.4 48.6
12 73.5 27 47.3 52.7
15 26.3 73.5 25.1 74.9
18 – – 24.6 75.4
21 3 97 15.1 84.9
24 0 100 7 93

Таким образом, предложенная в [18] мето-
дика оценки объёмной доли сформированных
на поверхности волокон поликапролактона мик-
рочастиц карбоната кальция с помощью анализа
результатов сканирующей электронной микроско-
пии, подтверждается результатами рентгеноди-
фракционного анализа.

Различие на начальном этапе эксперимента
результатов, полученных с помощью сканиру-
ющей электронной микроскопии, и рентгенов-
ской дифракции может быть объяснено разно-
стью плотностей упаковки микрочастиц ватерита
и кальцита, определяющей функциональную воз-
можность использования микрочастиц ватерита
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а/а

б/b

Рис. 4. Зависимость массовых (чёрная линия) и количе-
ственных (серая линия) долей микрочастиц ватерита (а)
и кальцита (б) относительно микрочастиц карбоната каль-

ция от длительности эксперимента

Fig. 4. Dependence of mass (black line) and quantitative (grey
line) fractions of waterite microparticles (а) and calcite (b)
microparticles relative to calcium carbonate microparticles on

the duration of the experiment

в качестве контейнера для доставки лекарствен-
ных средств. Начиная с 15-го часа эксперимента
различие зависимостей массовых и количествен-
ных долей микрочастиц от времени проведе-
ния эксперимента становится незначительным.
На 18-му часу эксперимента происходит распад
микрочастиц ватерита на фрагменты размером
менее 100 нм, площадь их поверхности много-
кратно увеличивается, что приводит к ускорению
процесса перекристаллизации. К 18-му часу экс-
перимента доля микрочастиц ватерита составляет
не более 25%, причем частицы расположены
не на поверхности, а в объёме. Таким образом,
высвобождение биологически активного веще-
ства, инкапсулированного в поры частиц ватерита,
происходит в процессе перекристаллизации [22],
которая, как нами было установлено, для слу-
чая композитных нетканых материалов, проходит
за время не более 18 часов.

Заключение

С помощью сканирующей электронной мик-
роскопии и рентгеновской дифракции был иссле-
дован процесс перекристаллизации микрочастиц
ватерита, сформированных на волокнах полика-
пролактона со средним размером 1.2 ± 0.4 мкм
в кальцит. Полный процесс перекристаллизации
занимает 24 часа.

На 15-м часу происходит разрушение сфор-
мированных микрочастиц ватерита на фрагменты
размером менее 100 нм, что многократно увели-
чивает площадь поверхности частиц и приводит
к резкому ускорению процесса их перекристал-
лизации в кальцит. Эффективное время исполь-
зования композитного материала для доставки
и высвобождения инкапсулированных биоактив-
ных соединений ограничено 18 часами, после
чего происходит перекристаллизация всех микро-
частиц ватерита на поверхности образца.

Методика количественного анализа с по-
мощью сканирующей электронной микроскопии
и определение массовых долей с помощью метода
рентгеновской дифракции являются взаимодопол-
няемыми и качественно согласующимися мето-
дами исследования процесса перекристаллизации
микрочастиц ватерита в кальцит.
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