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Abstrakt

Otrzymano szereg probek biomedycznego poli(e-
kaprolakton)u (PCL) stosujgc metode polimeryzacji z
otwarciem pierscienia katalizowanej 2-etyloheksania-
nem cyny (ll). Uzyskane produkty polireakcji poddano
operacji oczyszczania z pozostatoSci po katalizatorze
cynoorganicznym. Zawarto$¢ metalu w otrzymanych
polimerach oznaczano za pomocg elektrotermicznej
absorpcyjnej spektrometrii atomowej. Toksyczno$c¢
uzyskanych polimeréw oceniano w odniesieniu do
bakterii luminescencyjnych oraz dwdch pierwotniakow.
Wstepne wyniki zaprezentowane w niniejszym artyku-
le sugerujg, ze zastosowane operacje oczyszczania
redukujg zawarto$¢ cyny w polimerach bez ich degra-
dacji. Mozna réwniez stwierdzi¢, ze polimery o zredu-
kowanej zawartosci cyny nie wykazujg toksycznosci
w stosunku do bakterii luminescencyjnych V. fischeri
oraz pierwotniakow S. ambiguum i T. termophila.

Stowa kluczowe: polimery biomedyczne, poliestry
alifatyczne, poli(e-kaprolakton), elektrotermiczna
absorpcyjna spektrometria atomowa, toksyczno$c

[Inzynieria Biomateriatow 114 (2012) 41-45]

Wprowadzenie

Od wielu lat poliestry alifatyczne sg szeroko stosowane
w medycynie i farmacji. Poli(e-kaprolakton) (PCL) jest uzy-
wany w wielu obszarach biomedycyny, m.in. w inzynierii
tkankowej, w technologii systemow terapeutycznych o prze-
dtuzonym uwalnianiu i prolekéw wielkoczgsteczkowych oraz
jako materiat opakowaniowy substancji leczniczych. Tak
szerokie jego zastosowanie wynika ze zdolnosci do kontro-
lowanej degradacji, dobrej mieszalnosci z innymi polimerami
oraz biokompatybilnosci. PCL w zaleznosci od masy cza-
steczkowej, stopnia krystalicznos$ci oraz warunkéw srodowi-
skowych ulega catkowitej biodegradacji od siedmiu miesiecy
do kilku lat [1-5]. PCL otrzymywany jest dwiema metodami,
w procesie polikondensacji kwasu 6-hydroksyheksanowego
lub na drodze polimeryzacji z otwarciem pierécienia ¢-ka-
prolaktonu (e-CL). Proces polimeryzacji z otwarciem pier-
Scienia (ROP) jest czesciej stosowany, poniewaz pozwala
on na otrzymanie poliestréow charakteryzujacych sie wyz-
Szg masg czasteczkowg oraz nizsza polidyspersyjnoscia.
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Abstract

A series of biomedical poly(e-caprolactone)s were
synthesized by the ring-opening polymerization of
g-caprolactone in the presence of tin(ll) 2-ethylhex-
anoate. The obtained products were subjected to the
purification procedures for removing the residual of tin
catalyst. The metal content in the received polymers
were determined using the Electrothermal Atomic
Absorption Spectrometry. The toxicity of the resulted
polymers was evaluated using bacterial luminescence
test and two protozoan assays. The preliminary stud-
ies presented in this paper suggest that the purifica-
tion of the polymers reduces tin concentration in the
final products without causing product degradation.
It was found that the purified polymers are not toxic
relative to luminescent bacteria V. fischeri and two
ciliated protozoans S. ambiguum and T. termophila.

Keywords: biomedical polymers, aliphatic polyesters,
poly(e-caprolactone), electrothermal atomic absorption
spectroscopy, toxicity

[Engineering of Biomaterials 114 (2012) 41-45]

Introduction

Aliphatic polyesters are widely used in medicine and
pharmacy since many years. Poly(e-caprolactone) (PCL)
has been used in different biomedical fields such as scaf-
folds in tissue engineering, long-term drug delivery systems,
macromolecular prodrugs and packaging materials of the
medical substances due to its interesting properties like
controlled degradability, miscibility with other polymers or
biocompatibility. PCL is biodegraded from several months
to several years depending on its molecular weight, degree
of crystallinity and condition of the degradation [1-5]. There
are two methods for the preparation of biomedical PCL:
the condensation of 6-hydroxyhexanoic acid and the ring-
opening polymerization (ROP) of e-caprolactone (e-CL).
ROP is more often used due to a higher molecular weight
and lower polydispersity of the received polyesters. A large
number of catalysts and other catalytic systems of ROP
(organic-, metal- or enzyme-based) spanning virtually the
whole periodic table have been recently investigated [1].
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Do chwili obecnej zostata przebadana ogromna liczba kata-

® o o o o o o |izatorow i systemoéw katalitycznych (organicznych i nieorga-

nicznych zawierajacych metale lub enzymy) procesu ROP
obejmujacych praktycznie caty uktad okresowy pierwiastkow
[1]. Mechanizm procesu ROP (anionowy, kationowy, ak-
tywowanego monomeru i insercyjno-koordynacyjny) e-CL
zalezy od zastosowanego katalizatora. Wiekszo$¢ biome-
dycznych poliestréw zawiera $ladowe ilosci toksycznych
zanieczyszczen metalicznych, co jest niekorzystne z punktu
widzenia ich zastosowania w medycynie czy farmaciji [1].
2-etyloheksanian cyny (Il) (oktanian cyny, SnOct,) jest
powszechnie stosowany w procesie ROP ¢-CL. SnOct,
jest katalizatorem komercyjnym, bardzo efektywnym,
tatwo dostepnym na rynku i rozpuszczalnym w wiekszosci
rozpuszczalnikdw organicznych. Zastosowanie go wraz z
czynnikiem nukleofilowym (np. alkoholem lub aming) pozwa-
la prowadzi¢ proces ROP w sposéb kontrolowany. Gtéwng
wadg SnOct,jest to, ze wymaga on prowadzenia reakcji przy
stosunkowo wysokiej temperaturze, co moze powodowac
zwiekszenie udziatu reakcji ubocznych, tj. transestryfikacji
wewnatrz- i miedzyczasteczkowej, skutkiem czego jest
wzrost rozrzutu masy czgsteczkowej polimeru [1].

Polimerom biomedycznym stawiane sg coraz wyzsze
wymagania pod wzgledem wtasciwosci fizykochemicz-
nych oraz biokompatybilnosci. SnOct, jest dopuszczony
do stosowania w syntezie ré6znych biomateriatdw polime-
rowych w wielu krajach europejskich oraz USA, brak jest
jednak precyzyjnych uregulowan normatywnych. Zgodnie
z Farmakopeg Europejska V, maksymalne stezenie cyny
w materiatach polimerowych majacych kontakt z krwig lub
sktadnikami krwi wynosi 20 ppm [6-8].

Nasze wczesniejsze badania, prowadzone we wspot-
pracy z Zaktadem Badania Srodowiska Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego wskazujg, ze zawartos¢ cyny
w polimerach biomedycznych na poziomie kilkudziesigciu
ppm moze by¢ szkodliwa dla organizmoéw [2]. W zwigzku
z powyzszym, gtébwnym celem naszej pracy byta ocena
cytotoksycznosci serii probek PCL (zawierajacych rézng
ilos¢ pozostatosci po katalizatorze cynowym) w odniesieniu
do bakterii luminescencyjnych V. fischeri oraz dwoch pier-
wotniakéw S. ambiguum i T. thermophila.

Materialy i metody

Materialy

e-Kaprolakton (2-oksepanon, 99%, €-CL, Aldrich)
przed uzyciem byt suszony i destylowany z nad CaH,
pod zmniejszonym cisnieniem. 2-etyloheksanian cyny(ll)
(SnOct,, 97%, Aldrich), chlorek metylenu (cz., POCH), kwas
solny (POCH), kwas azotowy(V) (65% m/m, d = 1,4 g/ml,
J.T.Baker), wzorzec cyny 1000 mg/l w 2% roztworze HNO,
i 1% roztworze HF (J.T.Baker), wzorzec cyny 100 ug/l w
20% roztworze HNO; (V/V), bakterie luminescencyjne Vibrio
fischeri (SDI, USA), pierwotniaki Tetrahymena termophila
(MicroBioTests, Belgium) i Spirostomum ambiguum byty
stosowane bez operacji przygotowawczych.

Synteza poly(e-kaprolaktonu)

Polimeryzacje z otwarciem pierscienia e-CL prowadzono
w roznym stosunku molowym monomeru do katalizatora
(TABELA 1). Odpowiednig ilo$¢ e-CL i SnOct, umieszczano
w atmosferze argonu w szklanym reaktorze o pojemnosci
10 ml. Reaktor termostatowano w tazni olejowej w tempe-
raturze 140°C przez 24 godziny. Po zakonczeniu reakc;ji
mieszaning poreakcyjng schtadzano, rozpuszczano w
CH,CI,, a nastepnie polimer wytrgcano w 5% roztworze
kwasu solnego. Produkty finalne suszono pod zmniejszo-
nym cisnieniem przez 2-3 dni.

The mechanism of ROP (anionic, cationic, monomer-activat-
ed and coordination-insertion) of e-CL depends on the cata-
lyst used. The most biomedical polyesters contain the traces
of metal pollutants causing their high toxicity thus might be
undesirable for pharmaceutical or biomedical applications [1].
The tin(ll) 2-ethylhexanoate catalyst (tin octanoate, SnOct,)
is commonly used for ROP of e-CL. SnOct, is effective, com-
mercially available, easy to handle and soluble in the most
commonly used organic solvents. It must be used together
with a nucleophilic compound (alcohol or amine) to initiate
the reaction if a controlled synthesis of the polymer has to be
obtained. The major drawback of SnOct, is that it requires a
high temperature, which encourages inter- and intramolecu-
lar transesterification thus broadening the polydispersity [1].

Biomedical polymers are subjected to more and more
requirements in consideration to their physicochemical
properties and biocompatibility. The SnOct, is approved for
using in the synthesis of biomedical PCL in many countries,
but without detailed normative regulations in this regard.
According to European Pharmacopoeia V the maximum
concentration of residual tin in the containers for human blood
and blood components has to be 20 ppm [6-8].

Our earlier studies, conducted in collaboration with the
Department of Environmental Health Science of Medical
University of Warsaw, have shown that doses of several ppm
of tin might be harmful to organisms [2]. Thereby, the goal
of this work was to determine the content of residual Sn in
several PCLs prepared in the presence of SnOct, and their
cytotoxicity evaluation using luminescent bacteria V. fischeri
and two ciliated protozoans S. ambiguum and T. thermophila.

Materials and methods

Materials

e-Caprolactone (2-oxepanone, 99%, €-CL, Aldrich) was
dried and distilled over CaH, at reduced pressure before use.
Tin(Il) 2-ethylhexanoate (SnOct,, 97%, Aldrich), methylene
chloride (cz., POCH), hydrochloric acid (POCH), nitric acid
(v) suprapur (65 % m/m, d = 1,4 g/ml, J.T.Baker), standard
of tin 1000 mg/l in 2% HNO, and 1% HF (J.T.Baker), operat-
ing standard of tin 100 pg/l in 20% HNO; (V/V), luminescent
bacteria Vibrio fischeri (SDI, USA), protozoan Tetrahymena
termophila (MicroBioTests, Belgium) and Spirostomum
ambiguum were used as supplied.

Synthesis of poly(e-caprolactone)

The reaction of ring-opening polymerization of ¢-CL
was carried out for different molar ratios of the monomer
to catalyst (TABLE 1). The required amount of ¢-CL and
SnOct,were placed in a 10 mL glass ampoule under argon
atmosphere. The reaction vessel was then kept standing
in a thermostated oil bath at 140°C for 24h. When the re-
action time was completed, the cold reaction product was
dissolved in CH,CI, precipitated from distilled water with
diluted hydrochloric acid (5% aqueous solution) and dried
under vacuum for 2-3 days.

Measurements

The polymerization products were characterized by
means of 'H- or *C-NMR (Varian 300 MHz recorded in
CDCI,;) and FT-IR spectroscopy (Spectrum 1000, Perkin-
Elmer) recorded in KBr pellets.

The molecular weights of the received PCLs were deter-
mined by the viscosity techniques. The polymer viscosity
was measured in N,N-dimethylformamide (at 30°C) using
Stabinger Viscometer SVM 3000. The molecular weights
of the resulted polymers were calculated from the Marke-
Houwink formula using the following equation constants:
K=1.94 x 10* and a = 0.73.

Z—..........................................
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Metody badan

Widma 'H i *C NMR produktéw polimeryzacji zarejestro-
wano przy zastosowaniu spektrometru Varian 300 MHz w
deuterowanym CDClI;, w temperaturze pokojowej. Widma
absorpcyjne w podczerwieni rejestrowano przy uzyciu
spektrometru z transformacjg Fouriera firmy Perkin-Elmer
(Spectrum 1000) dla probek w postaci pastylek w KBr.

Masa czasteczkowa otrzymanych PCL zostata wyzna-
czona metodg wiskozymetryczng. Lepkosé polimerow
mierzono w N,N-dimetyloformamidzie jako rozpuszczalniku
(w temperaturze 30°C) stosujac aparat Stabinger Viscometer
SVM 3000. Masa czasteczkowa otrzymanych polimerow
zostata obliczona na podstawie réwnania Marka-Houwinka
stosujac nastepujace state: K=1.94 x 10#ia = 0.73.

Zawartos¢ cyny w PCL zostata oznaczona metodg
elektrotermicznej absorpcyjnej spektrometrii atomowej przy
uzyciu spektrometru Avanta Ultra GPC (GBC, Australia)
wyposazonego w atomizer elektrotermiczny i autosampler
PAL4000. Probki polimerow poddawano mineralizacji na
mokro przy uzyciu stezonego HNO;. Proces prowadzono
przez okoto 30 minut. Po zakohczeniu procesu mineralizaciji,
produkty przenoszono ilosciowo do kolbek o pojemno$ci
25 ml i mieszano z woda destylowana.

Test Microtox® (bakterie luminescencyjne Vibrio fis-
cheri) zostat wykonany przy uzyciu bakterii liofilizowanych
zakupionych w firmie SDI (USA). Prowadzono go w jed-
norazowych kuwetach szklanych. Probki byty inkubowane
w temperaturze 15°C w ciggu 15 minut, a luminescencje
rejestrowano przy pomocy analizatora Microtox® M500.
Jako rozcienczalnik i probe kontrolng zastosowano 2%
roztwor NaCl [9].

Test Protoxkit F™: Protoxkit F™ to wielopokoleniowy test
z zastosowaniem pierwotniaka z grupy orzeskow Tetrahy-
mena thermophila (Protoxkit F, 1998). Test oparty jest na
przeksztatceniu substratu (zawiesiny pozywki) w biomase.
Podczas gdy normalnie rozmnazajace sie hodowle klarujg
zawiesine w ciggu 24 godzin, zahamowanie wzrostu kultury
odzwierciedla sie poprzez pozostajace zmetnienie. Test op-
arty jest na pomiarze gestosci optycznej prébek. Pierwotniak
i pozywka zostaty zakupione w MicroBio Tests (Belgia). Test
przeprowadzono przy uzyciu jednorazowych spektrofo-
tometrycznych kuwet zgodnie z protokotem operacyjnym
sugerowanym przez producenta. Jako rozcienczalnik i probe
kontrolng uzyto wody dejonizowanej (jakos¢ Mili-Q) [9].

Test Spirotox: test wykorzystujacy pierwotniaka Spirosto-
mum ambiguum zostat wykonany zgodnie ze standardowy-
mi regutami postepowania. Przeprowadzono go przy uzyciu
jednorazowych polistyrenowych mikroptytek (24 studzienki).
Dziesie¢ organizmoéw zostato dodanych do kazdej studzienki
z osobna. Probki inkubowano w ciemnos$ci w temperaturze
25°C przez 24 godziny. Nastepnie odczytano wyniki testu
sprawdzajgc liczbe zdeformowanych pierwotniakow tj.
komorek, np. komérek skréconych lub wygietych. Smier-
telnos¢ populacji pierwotniaka obserwowano uzywajac
mikroskopu analitycznego (przy 10-krotnym powigkszeniu).
Jako rozcienczalnik i probe kontrolng zastosowano ptyn
Tyrod’a [9].

Wyniki i dyskusja

Seria probek biomedycznego poli(e-kaprolaktonu) (PCL)
zostata otrzymana w procesie ROP ¢-CL katalizowanym przy
uzyciu 2-etyloheksanianu cyny(ll) (SnOct,) jako katalizatora.
Wydajnos$¢ reakcji oraz wiskozymetryczna masa czasteczko-
wa otrzymanych PCL zostata wyszczegdlniona w TABELI 1.
Proces polimeryzacji byt prowadzony w temperaturze 140°C
przez 24 godziny.

The concentration of tin in the received PCLs was deter-
mined by atomic absorption spectrometer Avanta Ultra GPC
Z spectrometer (GBC, Australia) equipped with electrother-
mal atomizer and PAL4000 autosampler. The background
correction was performed using the longitudinal Zeeman'‘s
effect measuring ETAAS signals in the peak height mode.
The polymeric samples were subjected to the wet mineral-
ization with the concentrated HNO,. The process was carried
out for about 30 min. When the mineralization process was
completed, the products were quantitatively moved to 25 mL
flask and mixed with distilled water.

Microtox®: Microtox® assay with the luminescent bacte-
ria Vibrio fischeri was performed with the lyophilized bacteria
purchased from SDI (USA). The test was performed with the
use of disposable glass cuvettes. Samples were incubated
at 15°C for 15 min and the light output of the samples was
recorded with a Microtox® M500 analyzer. As a diluent and
a control 2% NaCl was used [9].

Protoxkit F™: Protoxkit F™ is a multigeneration protozoan
growth inhibition bioassay with the ciliate Tetrahymena ther-
mophila. The test is based on the turnover of the substrate
(food suspension) into ciliate biomass. While normal prolifer-
ating cell cultures clear the substrate suspension in 24 hours,
inhibited culture growth is reflected by remaining turbidity.
The test is based on optical density measurements. The
protozoa and the food were obtained from MicroBioTests
(Belgium). The test was performed in disposable spectro-
photometric cuvettes according to the standard operational
protocol of the producer. As a diluents and a control deion-
ised water (Milli-Q quality) was used [9].

Spirotox: Spirotox test with the protozoan Spirostomum
ambiguum was performed according to the standard pro-
tocol. The test was carried out in disposable, polystyrene
multiwell plates (24 wells). Ten organisms were added to
each well of the multiwell. The samples were incubated in the
darkness at 25°C for 24 hours. Afterwards test responses:
different deformations such as shortening, bending of the
cell, etc., and lethal response were observed with the use
of dissection microscope (magnification of 10). As a diluents
and a control Tyrod solution was used [9].

Results and Discussions

A series of biodegradable poly(e-caprolactone)s (PCLs)
has been obtained by ROP of ¢-CL catalyzed by tin(Il)
2-ethylhexanoate (SnOct,). The reaction yields and the vis-
cosity molecular weight of the obtained PCLs are summarized
in TABLE 1. The polymerization process was carried out at
140°C for 24 h.

TABELA 1. Homopolimeryzacja &-CL w obecnosci
SnOct,.

TABLE 1. Homopolymerization of €-CL in the pres-
ence of SnOct,.

Stosunek Wyda-
molowy  jno$¢
Code Molar ratio Yield

€-CL/SnOct, [%]

Kod

M M2 M3 M4
[g/mol] [g/mol] [g/mol] [g/mol]

PCLA1 50:1 = 100| 6 400

PCL2| 70:1 =100/ 8 000 - = =
PCL3| 88:1 =100| 9 100 - - -
PCL4| 117:1 |=100[{10100] - - -
PCL5| 175:1 |=100[{12800] - - -
PCL6| 350:1 |=100/20 300]/19 300/19 200{19 000

M, — wiskozymetryczna masa czasteczkowa PCL,
.2.3.4 _ po pierwszej, drugiej, trzeciej i czwartej
operacji wytracania polimeru

M, - viscosity molecular weights of PCL,

1.2.3.4 _ after the first, second, third or fourth
operation of the polymer precipitation
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Masa czasteczkowa otrzymanych PCL oznaczona me-

® o o o o o o todg wiskozymetryczng wahata sie w granicach od 6 400

do 20 300 g/mol. Wydajnos¢ wszystkich reakcji wynosita
okoto 100%.

Struktura zsyntezowanych PCL zostata potwierdzona za
pomoca technik spektroskopowych *C, 'H NMR i FT-IR.
Na RYS. 1i 2 przedstawiono typowe widma NMR produktow
polireakcji e-CL.

Dane spektroskopowe otrzymanych produktéw sg na-
stepujace:

'H NMR (CDCl,, , ppm): 4.02 (2H, t, -CH,CH,OC(O)-);
3.69 (2H, t, CH,CH,OH); 2.26 (2H, t, -CH,CH,COO0-); 1.58
(4H, m, CH,CH,COO0-); 1.38 (2H, m, -CH,CH,CH,CH,CH,-).

C NMR (CDCl;, 8, ppm): 173.1 (-C(0O)0O-); 63.7
(-CH,CH,0C(0)-); 33.6 (-CH,CH,CO-); 27.9 (-CH,CH,OC(O)-);
25.1 (-CH,CH,COO0-); 24.1 (-CH,CH,CH,CH,CH,-).

FT-IR (KBr, cm™): 2943 (v,, CH,), 2862 (v, CH,), 1721
(V c=0), 1291 (C-O and C-C), 1240 (Vs coc)s 1190 (V oc0)s
1170 (Vs coc), 1157 (C-O and C-C).

-CH_CH OCC-
2 2

-CH,GH_CCO-

-CH,CH,COO-

-CH20HQCHZCHZCH2-

JL . Ji .

The molecular weights of the obtained PCLs determined
by viscosity method were ranged from 6 400 to 20 300 g/mol.
The reaction yields were quantitative.

The structure of the received PCLs was confirmed by *C,
'H NMR and FT-IR techniques. FIG. 1 and 2 show typical
spectra of the obtained products.

The spectroscopy data are as follow:

'H NMR (CDCl,, 5, ppm): 4.02 (2H, t, -CH,CH,OC(O)-);
3.69 (2H, t, CH,CH,OH); 2.26 (2H, t, -CH,CH,CO0-); 1.58
(4H, m, CH,CH,COO0-); 1.38 (2H, m, -CH,CH,CH,CH,CH,-).

C NMR (CDCl;, 8, ppm): 173.1 (-C(O)O-); 63.7
(-CH,CH,0C(0)-); 33.6 (-CH,CH,CO-); 27.9 (-CH,CH,OC(O)-);
25.1 (-CH,CH,COO0-); 24.1 (-CH,CH,CH,CH,CH,-).

FT-IR (KBr, cm™): 2943 (v,, CH,), 2862 (v, CH,), 1721
(V c=0), 1291 (C-O and C-C), 1240 (V4 coc)s 1190 (V oco)s
1170 (Vs coc), 1157 (C-O and C-C).

-CHZCH?OCO-
-CHQCHZCOO- —CH?CHECOOf
DMSO 'CHchchchchz'
-CH_CH_OCO-
Z 2
-CO0-
MR
160 120 80 40 O ppm

RYS. 1. Widmo '"H-NMR PCL (w DMSO).
FIG. 1. 'TH-NMR spectrum of the PCL (in DMSO).

Katalizator cynowy zostat zastosowany w stosunku mo-
lowym 1:50, 1:70, 1:88, 1:117, 1:175, 1:350 do monomeru,
a nastepnie byt usuwany w wyniku wytrgcania polimeru za
pomoca 5% roztworu kwasu solnego (TABELA 2). Zawartos¢
pozostatosci cyny w prébkach wynosita od 488 do1631 ppm
po pierwszej operacji wytracenia polimeru.

Po kazdej operacji wytracania polimeru monitorowano
stopien degradacji PCL wykorzystujgc metode wiskozy-
metryczng (TABELA 1). Jak wida¢ z tabeli zmiana masy
czasteczkowej polimeréw po kolejnych operacjach byta
nieznaczna i wynosita kilka procent.

Zawartos¢ cyny w otrzymanych PCL w wyniku przepro-
wadzenia trzeciej i czwartej operacji wytrgcania polimeru
zostata wyraznie zmniejszona do poziomu 12 ppm dla
PCLb | 11 ppm dla PCLc (TABELA 2). Wynik ten jest wy-
starczajgco satysfakcjonujacy biorgc pod uwage wymagania
Farmakopei Europejskiej zgodnie z ktérymi zawartos¢é cyny
w materiatach majacych kontakt z krwig lub komponentami
krwi nie mogq przekroczy¢ 20 ppm [6].

Wstepnej oceny toksykologicznej otrzymanych biome-
dycznych PCL dokonano na podstawie wynikéw testow wy-
korzystujgcych bakterie luminescencyjne V. fischeri oraz pier-
wotniaki S. ambiguum and T. termophila (TABELA 3). Polimer
uwazany byt za toksyczny, jezeli odsetek efektow toksycznych
(PE) wywotanych przez badang prébke przekraczat 20%.

RYS. 2. Widmo *C-NMR PCL (w DMSO).
FIG. 2. *C-NMR spectrum of the PCL (in DMSO).

Tin catalyst was used in the molar ratio of 1:50, 1:70, 1:88,
1:117, 1:175, 1:350 to the monomer and then removed by
washing of the polymer solutions with diluted hydrochloric
acid (5% aqueous solution) (TABLE 2). The concentration
of the residual tin was in the range of 488-1631 ppm after
the first polymer precipitation.

The possible biodegradation of PCLs after the polymer pre-
cipitation was controlled by the viscosity method (TABLE 1).
As is shown in table the variation of the above parameter
was relatively slight (about several percent).

The tin content in the received PCLs after the third or
fourth operation of the polymer precipitation was signifi-
cantly reduced to 12 (PCLb) and 11 ppm (PCLc) (TABLE 2).
In accordance with the guidelines of the European Pharma-
copeia, the tin content in the materials there are in contact
with blood or blood components may not exceed 20 ppm [6].
Therefore our results are satisfactory enough especially for
biomedical applications of the resulted PCLs.

The cytotoxicity evaluation of the received biomedical
PCLs using the luminescent bacteria V. fischeri and two cili-
ated protozoans S. ambiguum and T. thermophila are listed in
TABLE 3. As is evidence in TABLE 3, the obtained polymers
were non-toxic in all assays in the concentrations up to 1 mg
ml-'. One exception was the PCL6 with PE slightly higher than
20. A higher concentration of the polymers (10 mg mL™") was
tested only on the Spirotox test, as it does not disturb visual
observations of the effects under a dissection microscope.
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Warto$¢ PE wyznaczana byta na podstawie protokotu ba-
zowego - analizy wykonywanej poprzez serie rozcienczen
danej probki. Jak wida¢ z TABELI 3, wszystkie otrzyma-
ne polimery nie wykazaty toksycznosci w stezeniu do 1
mg/ml. Jedyny wyjatek stanowit PCL6, ktory spowodowat
Smiertelnos¢ niewiele powyzej 20% organizmdw. Probki o
wyzszym stezeniu (10 mg/ml) byty analizowane tylko przy
zastosowaniu testu Spirotox, poniewaz w tym przypadku
mozliwa byta wizualna obserwacja efektow dziatania testu
pod mikroskopem analitycznym (sekcyjnym). W przypadku
testow Microtox (luminescencja) i Protoxkit F (zmetnienie)
dla prébek o wyzszym stezeniu otrzymywano wyniki bliskie
wartosciom granicznym. Prébki ,nie oczyszczonych” poli-
merow powodowaty 100% $miertelnos¢ mikroorganizmow
w tescie Spirotox. Warto podkresli¢, ze probki polimerow
oczyszczonych (PCL6a, PCL6b, PCL6c) nie wykazywaty
toksycznosci we wszystkich przeprowadzonych testach
(TABELA 3).

Whioski

Otrzymane w obecnosci 2-etyloheksanianu cyny(ll)
probki biomedycznego PCL zawierajg $ladowe ilosci me-
talu (po trzeciej i czwartej operacji wytracania). Nalezy
podkresli¢, ze zawarto§¢ metalu w badanych polimerach
jest nizsza od wartosci dopuszczalnej dla biomateriatéw
zgodnie z Farmakopeg Europejska. Przeprowadzone przez
nas wstepne badania wskazuja, ze oczyszczone PCL nie
wykazujg cytotoksycznosci i mogq znalezé zastosowanie
w farmac;ji i medycynie.
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TABELA 2. Oznaczanie zawartosci cyny w otrzy-
manych polimerach metoda elektrotermicznej
absorpcyjnej spektrometrii atomowej.

TABLE 2. The tin content determination in the re-
ceived polymers using the electrothermal atomic
absorption spectrometry.

Kod / Code OP Cq, [Ppm]
PCL1 1 1580
PCL2 1 1520
PCL3 1 1631
PCL4 1 842
PCL5 1 975
PCL6 1 488
PCL6a 2 146
PCL6b 3 12
PCL6¢c 4 11

OP - liczba operacji wytrgcania polimeru

Cg, - zawarto$¢ Sn

PCL6, PCL6a, PCL6b, PCL6c — polimer PCL6 po pierw-
szej, drugiej, trzeciej i czwartej operacji wytrgcania

OP - the number of the operation of polymer precipitation
Cs, - the content of Sn

PCL6, PCL6a, PCL6b, PCL6¢c - polymer PCL6 after
the first, second, third or fourth operation of polymer
precipitation

TABELA 3. Toksycznos¢ polimerow wyrazona jako
wynik procentowy (PE).

TABLE 3. The toxicity of polymers. The toxicity
expressed as percent of the effect (PE).

Protoxkit F
(24 h)

Microtox
(15 min)

Spirotox
(24 h)

Stezenie

Concentration 10 1 1 1 0,5

[mg/ml]
PCL1 100 0 8 8 5 o)
PCL2 100 0 9 11 11 10
PCL3 100 0 8 8 13 6
PCL4 100 0 9 15 15 15
PCL5 100 0 4 12 19 19
PCL6 100 0 9 7 27 24
PCL6a 0 0 0 0 2 3
PCL6b 0 0 0 0 11 5
[PCL6c 0 0 0 0 0 4

However, higher amounts of a polymer affect the measure-
ment of the endpoints both in the Microtox (luminescence)
and Protoxkit F (turbidity), assays. A high level of the tested
‘non-purified’ polymers (after the first operation of polymer
precipitation) caused 100% mortality in Spirotox test. The pu-
rified samples (after the second, third or fourth operations of
polymer precipitation) were not toxic in all assays (TABLE 3).

Conclusions

The synthesized in the presence of tin(ll) 2-ethylhexano-
ate biomedical PCLs contain only residual metal content
(after the third and fourth operation of the polymer pre-
cipitation). Importantly this value is below the limit of the
pharmacopoeia standards for the biomedical materials.
Our preliminary studies suggest that the purified PCLs are
not cytotoxic and therefore suitable for pharmaceutical and
medical applications.
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