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Streszczenie

W przypadku wykorzystania hydro eli w in ynierii 

tkanki kostnej wskazane jest takie ich zmodyÞ kowanie 

aby zawiera y w swoim sk adzie sk adniki mineralne 

i/lub mog y ulega  samoistnej mineralizacji. W ni-

niejszej pracy podj to prób  wytworzenia kompozy-

tów hydro elowych z gumy gellan i ró nej zawarto ci 

(0,75%, 1,5%, 3%) szk a bioaktywnego (BG) uzyska-

nego uprzednio metod  zol- el. Kompozyty dodatko-

wo wzbogacono w enzym sprzyjaj cy mineralizacji 

(fosfataza alkaliczna – ALP) oraz poddawano je in-

kubacji w roztworze glicerofosforanu wapnia (CaGP) 

przez czas 1, 3 i 7 dni. Oceniono w a ciwo ci mecha-

niczne kompozytów w próbie ciskania oraz dokona-

no pomiarów ich masy po wysuszeniu, które wiad-

czy y o obecno ci BG oraz tworzeniu si  fazy mine-

ralnej. Morfologi  próbek po wysuszeniu analizowa-

no za pomoc  mikroskopu stereoskopowego za  ich  

mikrostruktur  za pomoc  mikroskopu skaningowego 

elektronowego (SEM). Przeprowadzono te  badania 

za pomoc  mikroanalizy rentgenowskiej (EDS). Ba-
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Abstract

When using hydrogels in bone tissue engineering it 

is desirable to modify them to include in their structure

mineral particles and/or induce their spontaneous 

mineralization. In this study  attempts to prepare

gellan gum hydrogel/bioactive glass composites with

various contents (0.75%, 1.5%, 3%) of sol-gel derived 

bioactive glass (BG) were undertaken. Composites 

were additionally enriched with an enzyme which

promotes mineralization (alkaline phospatase – ALP)

and incubated in calcium glycerophosphate solution

(CaGP) for 2, 4 and 7 days. Mechanical properties 

were evaluated on the basis of the results of compres-

sion tests and mass measurements of dried samples 

indicated the presence of BG and formation of mine-

ral phases. Morphology and microstructure of dried 

samples were analyzed by stereomicroscopy and 

scanning electron microscopy (SEM), respectively.

Studies using X-ray microanalysis (EDS) were also

performed. It was found that in composites without 

ALP mineralization did not occur or only to a very small 
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86 dania wykaza y, e w kompozytach bez dodatku ALP 

mineralizacja nie zachodzi a lub zachodzi a w bardzo 

niewielkim stopniu. Obserwacje SEM i analiza EDS 

wykaza y tworzenie si  fosforanów wapnia w prób-

kach kompozytowych zawieraj cych ALP po inkuba-

cji w CaGP. Najkorzystniejsze w a ciwo ci mecha-

niczne wykazywa y kompozyty wzbogacone w ALP 

i zawieraj ce najmniej BG  (0.75%) poddane 7-dnio-

wej inkubacji w CaGP.

S owa kluczowe: hydro ele, mineralizacja, ALP,

in ynieria tkanki kostnej

[In ynieria Biomateria ów, 116-117, (2012), 85-88]

Wst p

Guma gellan jest polisacharydem produkowanym przez bak-
terie Sphingomonas paucimobilis i znalaz a ju  zastosowa-
nie jako rusztowanie do regeneracji tkanki chrz stnej [1]. 
Aby mo na j  by o zastosowa  do odbudowy tkanki kost-
nej, bardzo po dana jest jej mineralizacja [2]. Nasze wcze-
niejsze badania wykazuj , e dodatek enzymu – fosfatazy 

alkalicznej (ALP) i pó niejsza inkubacja w roztworze glice-
rofosforanu wapnia (CaGP) wywo uj  tworzenie wydziele
mineralnych (fosforanów wapnia) na powierzchni jak i w ob-
j to ci próbek hydro elowych [3]. Celem niniejszej pracy 
by o sprawdzenie czy dodatek bioaktywnego szk a otrzyma-
nego metod  zol- el wp ywa by korzystnie na mineraliza-
cj  enzymatyczn  gumy gellan. Otrzymane kompozyty ba-
dano pod k tem stopnia mineralizacji, sk adu chemiczne-
go wytworzonych minera ów oraz w a ciwo ci mechanicz-
nych w próbie ciskania.

Materia y i metody

Próbki zosta y przygotowane przez ogrzewanie roztworu 
GG (0.7%, GelzamTM CM, Sigma) przez 30 min w 90oC, a 
nast pnie po och odzeniu do 50oC dodano ALP (0.5 mg/ml,
Sigma), CaCl2 (0.03%) oraz bioszk o (0,75% 0.5% lub 
3.0% masa/obj.) i mieszanin  odlano na szklan  szalk  
Petriego. Do przygotowania próbek u yto bioaktywnego 
szk a otrzymanego metod  zol- el o sk adzie molowym: 
80%SiO2–16%CaO–4%P2O5 i wielko ci ziaren poni ej 5 m. 
Nast pnie za pomoc  stempla uzyskano cylindryczne prób-
ki o rednicy 8 mm i grubo ci 5 mm. Mineralizacj  prowa-
dzono poprzez inkubacj  próbek w roztworze 0.1 M CaGP 
(Aldrich) przez 2, 4 oraz 7 dni; roztwór zmieniano codzien-
nie. Po zako czeniu mineralizacji próbki zosta y wyp ukane 
w wodzie Milli-Q (3x) a nast pnie w niej inkubowane przez 
1 dzie  w celu wyp ukania pozosta o ci CaGP.

Pozosta o  suchej masy by a wyliczona jako (masa 
próbek po inkubacji i po suszeniu/masa próbek po inkubacji 
przed suszeniem)•100%. W asno ci mechaniczne próbek 
by y badane za pomoc  testu ciskania na uniwersalnej ma-
szynie wytrzyma o ciowej Zwick 1435 (pr dko  obci ania 
2 mm/min, odkszta cenie 50%). W celu obserwacji morfologii 
kompozytów wykonano zdj cia przy u yciu mikroskopu 
stereoskopowego (StereoDiscovery, Carl Zeiss, Niemcy) 
oraz skaningowego mikroskopu elektronowego (NOVA 
NANOSEM 200, FEI, USA) wyposa onego w przystawk  
do mikroanalizy rentgenowskiej EDS (Link, USA).

Wyniki i dyskusja

Tworzenie si  fazy mineralnej w materia ach wykazano 
po rednio poprzez badania suchej masy oraz modu u Youn-
ga kompozytów GG/BG. Natomiast bezpo rednio efekt tego 

degree. SEM observation and EDS analysis showed 

formation of calcium phosphate in samples containing 

ALP. The best mechanical properties were exhibited 

by composites enriched with ALP and with the lowest 

amount of BG (0.75%), incubated 7 days in CaGP.

Key words: hydrogels, mineralization, ALP, bone 

tissue engineering.

[Engineering of Biomaterials, 116-117, (2012), 85-88]

Introduction

Gellan gum is a polysaccharide produced by the bacteria 
Sphingomonas paucimobilis and has already been used 
as a scaffold for cartilage regeneration [1], but for bone 
tissue engineering applications its mineralization would be 
very advantageous [2]. Our previous studies have shown 
that the addition of the enzyme – alkaline phosphatase 
(ALP) and subsequent incubation in a solution of calcium
glycerophosphate (CaGP) induce formation of mineral 
(calcium phosphate) on the surface and the bulk of hydro-
gel samples [3]. The aim of this study was to determine 
whether the addition of bioactive glass obtained previously 
by a sol-gel method affects the enzymatic mineralization 
of gellan gum positively. Composites were evaluated with 
respect to amount and nature of mineral formed, the chemi-
cal composition of minerals and the mechanical properties 
in compression tests.

Materials and methods

Samples were prepared by dissolving GG (0.7%, Gel-
zamTM CM, Sigma) in Milli-Q water for 30 min at 90°C. After 
cooling it to 50°C ALP (0.5 mg / ml, Sigma), CaCl2 (0.03%) 
and bioglass (BG) were added  and the mixture was cast 
onto a glass Petri dish. For sample preparation BG obtained 
by sol-gel with composition: SiO2 80%-16%CaO-4%P2O5

and grain size below 5 m was used. BG content was 0.75% 
0.5% 3.0% (w/vol.). GG/BG hydrogel cylinders of  diameter 
8 mm and thickness 5 mm were prepared by cutting them 
out with a hole punch. Mineralization was performed by 
incubation of the samples in 0.1 M CaGP (Aldrich) for 2, 
4 and 7 days; the solution was changed every day. After 
conclusion of mineralization, gels were rinsed three times 
in Milli-Q water and subsequently incubated in Milli-Q for 1 
day with the aim of removing residual CaGP.

The dry mass percentage was calculated as: (weight after 
incubation and subsequent drying/weight after incubation 
before drying)•100. Mechanical properties of the samples 
were studied in compression tests on the universal testing 
machine Zwick 1435 (loading speed of 2 mm/min, strain 
50%). Morphology of the composites was observed under 
a stereomicroscope (StereoDiscovery, Carl Zeiss) while 
microstructure was observed under a scanning electron 
microscope (NOVA NANOSEM 200, FEI, USA) equipped 
with an EDS microanalyzer (Link, USA).

Results and discussion

Formation of mineral phase was demonstrated directly 
by dry mass and Young’s modulus measurements of GG/
BG composites. The effect of this process was conÞ rmed 
indirectly by microscopic observations and EDS microa-
nalysis.

Analysis of dry mass percentage results for samples 
without ALP shows its higher values in the case of higher 
BG content, and that it does not change with incubation 
time in CaGP (FIG.1A; samples 0 ALP).  In the case of the 
sample without BG, but containing only ALP, an increase of 



87procesu stwierdzono za pomo-
c  bada  mikroskopowych i mi-
kroanalizy EDS.

Analiza wyników suchej po-
zosta o ci w przypadku próbek
kompozytowych nie zawieraj -
cych ALP wykazuje jej wi ksze
warto ci w przypadku wi ksze-
go udzia u BG oraz to, e nie
zmienia si  ona w funkcji cza-
su inkubacji w CaGP (RYS.1A;
próbki 0 ALP). W przypadku
próbki nie zawieraj cej BG ale
zawieraj cej tylko ALP wyst -
puje wzrost suchej pozosta o-
ci w funkcji czasu inkubacji, co

jest spowodowane tworzeniem
si  fazy mineralnej (RYS.1A,
próbka 0.5 ALP 0 BG). Nato-
miast dla trzech pozosta ych
zestawów próbek, tj. zawie-
raj cych 0,5 ALP i ró n  za-
warto  BG, wyst puje istotny
wzrost suchej pozosta o ci za-
równo w funkcji czasu inkuba-
cji jak i st enia BG, co wiad-
czy o tworzeniu si  fazy mine-
ralnej indukowanej przez obec-
no  ALP.

Badania wytrzyma o ciowe
wykaza y, e obecno  same-
go BG w adnym z analizowa-
nych st e  jak i te  czas in-
kubacji nie wp ywaj  na modu
Younga próbek (RYS.1 B; prób-
ki 0 ALP). Najwi kszy wzrost
modu u Younga obserwuje si
dla próbek zawieraj cych ALP
i 0.75% BG i inkubowanych
przez 7 dni w CaGP. Mo e to
by  spowodowane lepszym i bardziej homogenicznym roz-
prowadzeniu cz stek BG w matrycy hydro elowej, przez co
równie  enzym jest rozprowadzony bardziej homogenicz-
nie na granicach mi dzyfazowych. W konsekwencji grani-

dry residue with time
is noted, which is
caused by forma-
tion of mineral phase
(FIG.1A; sample 0.5
ALP 0 BG). For the
three additional sets 
of samples ,  i .e.
containing 0.5 ALP
and different con-
centrations of  BG, a
signiÞ cant increase
of dry residue as a
function of time and
BG concentration
occurred, which is
proof of mineral for-
mation induced by
ALP.

Mechanical tests
demonstrated that
the presence of BG
itself at all analyzed
concentrations, and
incubat ion t imes
does not influence
Yo u n g ’ s  m o d u -

lus of the samples

(FIG.1B; samples 0 

ALP). The highest

increase of modulus

is observed for the

samples containing

0.5 ALP and 0.75%

BG and incubated

for 7 days in CaGP.

It is probably caused

by better and more

homogeneous dis-

tribution of BG parti-

cles in the hydrogel matrix, and as a result, the enzyme is 

more homogeneously distributed at the interface hydrogel

RYS. 1. Zmiany masy (A) i modu u Younga (B) próbek z gumy 
gelan o ró nej zawarto ci bioszk a (0,75%, 1,5%, 3%) bez ALP 
(0 ALP) i z zawarto ci  0.5 mg/ml ALP (0.5 ALP) po inkubacji 
w CaGP przez 2, 4 i 7 dni.
FIG. 1. Mass changes (A) and Young’s modulus (B) of  gellan 
gum/bioglass samples with various  contents of bioglass (0.75%, 
1.5%, 3%) without ALP (0 ALP) and with ALP (0.5 ALP)  after in-
cubation in CaGP for 2, 4 and 7 days. 

AA

BB

RYS. 2. Morfologia próbek gumy gellan/bioszk o o 
ró nej zawarto ci bioszk a (0,75%, 1,5%, 3%) bez ALP 
(0 ALP) i z zawarto ci  0,5 mg/ml ALP po inkubacji 
w CaGP przez 7 dni.
FIG. 2. Morphology of  gellan gum/bioglass samples 
with various content of bioglass (0.75%, 1.5%, 3%) wi-
thout ALP (0 ALP) and with 0.5 mg/ml ALP after incu-
bation in CaGP for 7 days. Images from stereomicro-
scope. Size of images 5 mm x 5 mm.

RYS. 3. Obrazy SEM (A, C) i analiza EDS (B, D) próbek 
z gumy gellan o zawarto ci 0,75% bioszk a bez ALP (A,
B) oraz z zawarto ci  0,5 mg/ml ALP (C, D) po inkuba-
cji w CaGP przez 7 dni. 
FIG. 3. SEM pictures (A, C) and EDS  analysis (B, D) of  
gellan gum/bioglass samples with bioglass content of 
0.75% without ALP (A, B) and with 0.5 mg/ml ALP (C,
D) after incubation in CaGP for 7 days.



88 ce mi dzyfazowe stanowi  drogi szybszej dyfuzji dla jonów

wapniowych i fosforanowych i wp ywaj  korzystniej na indu-

kowanie mineralizacji. Hipoteza ta znajduje swoje potwier-

dzenie równie  w obserwacjach w mikroskopie stereosko-

powym: tylko próbki zawieraj ce ALP zachowuj  kszta t wal-

ców po wysuszeniu, natomiast te zawieraj ce tylko BG  s  

nieforemne (RYS.2). Obserwacje SEM i analiza EDX wska-

zuj , e kompozyty GG/BG bez ALP s  tylko mieszanin

GG i bioszk a. wiadczy o tym niska zawarto  Ca (1,5%) 

i P (0,9%) i do  wysoka warto  Ca/P (RYS.3A). W przy-

padku próbki kompozytowej wzbogaconej w ALP obserwu-

je si  kilkakrotny wzrost zawarto ci Ca (12,6%) i P (9,5%) 

a warto  Ca/P jest znacznie ni sza. wiadczy to równie  

o mineralizacji enzymatycznej GG, która jest wspomagana 

przez obecno  BG.

W podsumowaniu mo na stwierdzi , e obecno  nie-

wielkiej ilo ci szk a bioaktywnego w matrycy hydro elowej

wzbogacanej w ALP wp ywa korzystnie na parametry me-

chaniczne otrzymanego kompozytu oraz na zachowanie 

kszta tu próbek po procesie mineralizacji. Uzyskane wyni-

ki s  obiecuj ce i wskazuj , e opracowane materia y po 

przeprowadzeniu bada  biologicznych b d  mog y w przy-

sz o ci by  rozwa ane jako rusztowania do leczenia ubyt-

ków tkanki kostnej.

Podzi kowania

Badania zosta y sÞ nansowane z prac statutowych Akade-

mii Górniczo-Hutniczej w Krakowie (Nr 11.11.160.256)

/ BG grain boundaries. Consequently, the interfaces act 

as paths of faster diffusion of calcium and phosphate ions 

and positively inß uence the mineralization induction. This 

hypothesis is also conÞ rmed by the stereoscopic microscope 

observations: only samples containing ALP preserve their 

cylindrical shape after drying, whereas those containing 

only BG are irregular (FIG.2). SEM observations and EDS 

analysis show that the composites GG/BG without ALP are 

simply mixtures of GG and BG. This is evidenced by the 

low content of Ca (1.5%) and P (0.9%) and relatively high 

value of the Ca/P ratio (FIG.3A). In the case of composite 

samples enriched with ALP, a several fold increase of Ca 

(12.6%) and P (9.5%) is observed and the value of Ca/P

is much lower. It is also proof of the process of enzymatic 

mineralization GG, which is supported by the presence of 

BG particles.

In summary it can be concluded that the presence of small 

amount of bioactive glass in the hydrogel matrix enriched 

with ALP positively affected mechanical properties and 

shape stability of the composite samples after mineraliza-

tion process. The mineralized GG/BG composite materials 

developed may be in the future considered as scaffolds to 

treat bone tissue defects, after biological testing.
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