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Streszczenie

Zastosowanie hydro eli jako skafoldów dla in y-

nierii tkanki kostnej umo liwia integracj  substan-

cji bioaktywnej takiej jak enzym fosfataza alkaliczna

(ALP), który sprzyja mineralizacji. W niniejszej pracy,

hydro ele z gumy gellan (GG) zawieraj ce ALP pod-

dano mineralizacji z wytworzeniem fosforanów wap-

nia (CaP) i magnezu (MgP) przez inkubacj  w p ynach 

mineralizuj cych zawieraj cych glicerofosforan wap-

niowy (CaGP) i magnezowy (MgGP). Porównano pi  

ró nych stosunków st e  CaGP:MgGP, mianowicie 

0.1:0, 0.075:0.025, 0.05:0.05, 0.025:0.075 and 0:0.1

(mol dm-3). Tworzenie CaP i MgP potwierdzono za po-3

moc  FTIR,  spektroskopii Ramana, SEM, EDS, IC-

P-OES, XRD, TGA oraz poprzez wyznaczanie zmian

suchej masy. Stwierdzono, e wap  ulega integracji 

w fazie mineralnej w znacznie wi kszym stopniu ni  

magnez. Wzrost ilo ci magnezu spowodowa  zmia-

ny w morfologii otrzymanej fazy mineralnej. Badania 

mechaniczne oraz reometryczne wykaza y, e modu  

Younga oraz sk adowa rzeczywista modu u reome-

trycznego hydro eli ulegaj cych mineralizacji przy 

stosunków st e  CaGP:MgGP 0:0.1 by y przynaj-

mniej trzy razy wi ksze w porównaniu do wszystkich

innych próbek. Obecno  MgP w próbkach zminerali-

zowanych sprzyja a adhezji oraz ywotno ci komórek 

osteoblastycznych MC3T3-E1 i nie wp yn a negatyw-

nie na ich cytozgodno . Wyniki dowodz , e mo na

indukowa  mineralizacj  hydro eli z gumy gellan za 

pomoc  CaGP oraz MgGP i tym samym wp ywa  na 

sk ad mineralny oraz w a ciwo ci mechaniczne kom-

pozytów hydro elowych-ceramicznych przez zmody-

Þ kowanie stosunków st e  CaGP:MgGP.

S owa k uczowe: hydro el, kompozyt, mineraliza-

cja, enzym  
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Abstract

The use of hydrogels as bone tissue engineering 

(TE) scaffolds enables incorporation of bioactive sub-

stances such as the mineralization-promoting enzyme

alkaline phosphatase (ALP). In this study, gellan gum

(GG) hydrogels containing ALP were mineralized with

calcium phosphate (CaP) and magnesium phosphate

(MgP) by incubation in mineralization solutions of calci-

um and magnesium glycerophosphate (CaGP, MgGP).

Five different CaGP:MgGP concentration ratios were

compared, namely 0.1:0, 0.075:0.025, 0.05:0.05,

0.025:0.075 and 0:0.1 (all values mol dm-3). CaP and 3

MgP formation was conÞ rmed by FTIR,  Raman, SEM,

EDS, ICP-OES, XRD, TGA and monitoring dry mass 

percentage changes. Ca was incorporated into mineral 

to a greater extent than Mg. Incorporation of increasing 

amounts of Mg into mineral formed led to changes in

mineral deposit morphology. Mechanical and rheomet-

ric testing revealed that Young’s modulus and storage

modulus of hydrogels mineralized at a CaGP:MgGP 

concentration ratios of 0:0.1 were at least three times 

higher than those of all other samples. The presence

of MgP in mineralized samples promoted attachment 

and vitality of osteoblastic MC3T3-E1 cells and did not 

negatively impact cytocompatibility. The results prove

the principle of enzymatic mineralization with CaP and 

MgP and adjusting the composition and mechanical 

properties of hydrogel-ceramic composites by altering 

the CaGP:MgGP concentration ratio. 
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Mineralizacja hydro eli jest bardzo po dana w przy-
padku zastosowa  zwi zanych z regeneracj  tkanki kost-
nej, gdy  poprawia ona bioaktywno  hydro eli, tzn. sprzy-
ja tworzeniu si  wi za  chemicznych z otaczaj c  tkank  
kostn  [1]. Ten cel daje si  osi gn  przez dodanie enzy-
mu fosfatazy alkalicznej (ALP) [2], który indukuje minerali-
zacj  hydro eli z wytworzeniem fosforanów wapnia (CaP)
po inkubacji w roztworach zawieraj cych wap  i glycero-
fosforan wapnia (CaGP) [3]. Mineralizacja enzymatycz-
na z wytworzeniem fosforanu magnezu (MgP) jest do tej 
pory ma o przebadana, aczkolwiek MgP wykazuje porów-
nywaln   cytozgodno  oraz zdolno  do sprzyjania adhe-
zji oraz zró nicowania osteoblastów [4]. W niniejszej pracy
indukowano mineralizacj  enzymatyczn  hydro eli z gumy 
gellan (GG), aby w przysz o ci zastosowa  je jako hydro-
elowe skafoldy dla in ynierii tkankowej [5]. Mineralizacj

z wytworzeniem CaP, MgP i kombinacjami CaP i MgP in-
dukowano przez inkubacj  w roztworach CaGP i glycero-
fosforanu magnezu (MgGP) o ró nych stosunkach st e  
CaGP:MgGP. Zmineralizowane hydro ele poddano anali-
zie Þ zykochemicznej odno nie ilo ci i sk adu chemicznego 
wytworzonego minera u, zbadano ich w a ciwo ci mecha-
niczne, oraz scharakteryzowano ich w a ciwo ci biologicz-
ne  w kontakcie z osteoblastami. 

Metodyka

Hydro ele GG zawieraj ce ALP przygotowano przez 
ogrzewanie roztworu GG do 90ºC i dodanie CaCl2 jako
rodka sieciuj cego [5]. Po och odzeniu do 50ºC doda-

no ALP i roztwór odlewano w temperaturze pokojowej  na 
szalki Petriego i po z elowaniu wycinano próbki hydro e-
lowe w kszta cie walców za pomoc  wykrojnika.  Minerali-
zacj  eli indukowana przez inkubacj  przez 7 d w p ynach 
mineralizuj cych o ró nych st eniach CaGP i MgGP. Po-
równano pi  ró nych stosunków st e  CaGP:MgGP, mia-
nowicie 0.1:0, 0.075:0.025, 0.05:0.05, 0.025:0.075 i 0:0.1 
M. P yn mineralizuj cy wymieniano codziennie. Po zako -
czeniu mineralizacji, ele przemyto trzykrotnie w wodzie 
Milli-Q i nast pnie inkubowano w wodzie MilliQ przez 1 d 
aby usun  pozosta o ci CaGP lub/i MgGP. Such  mas ,
to znaczy cz  elu nie zawieraj c  wody, obliczono we-
d ug nast puj cego wzoru: (masa po inkubacji i lioÞ lizacji/ 
masa po inkubacji przed lioÞ lizacj )*100. Parametr ten s u-
y  jako miara ilo ci wytworzonej fazy mineralnej. Ilo  fazy 

mineralnej w próbkach zlioÞ lizowanych okre lono w bada-
niach TGA. Tworzenie CaP oraz MgP wykazano za pomo-
c  FTIR, spektroskopii Ramana, XRD, SEM oraz ICP-OES. 
W a ciwo ci mechaniczne zmineralizowanych  hydro eli 
przebadano w próbie ciskania oraz za pomoc  reometrii.

Cytozgodno  oceniono przez okre lenie ywotno ci 
ludzkich komórek Þ broblastycznych HFF-1 hoduj c je w eks-
trakcie z próbek hydro elowych za pomoc  testu MTT. Ad-
hezj  i proliferacj  oceniono u ywaj c komórek linii oste-
oblastycznej MC3T3-E1 (100000 komórek/próbk ). Liczb  
komórek oceniono 1 d i 11 d po zasiedlaniu za pomoc  te-
stu MTT. Przyleganie komórek oceniono przez barwienie 
komórek ywych i martwych (live/dead). 

Wyniki i dyskusja

Tworzenie si  fazy mineralnej w hydro elach w obec-
no ci ALP wykazano bezpo rednio przez badania FTIR, 
spektroskopii Ramana, XRD, SEM, EDS i ICP-OES, oraz 
po rednio przez wzrost suchej masy w próbkach zawiera-
j cych ALP oraz wzrost proporcji masy przypisanej do mi-

Introduction

In order to promote hydrogels’ bioactivity, i.e. the for-
mation of a chemical bond with surrounding bone tissue 
after implantation [1] mineralization is desirable for bone 
regeneration applications. This can be achieved by add-
ing the enzyme alkaline phosphatase (ALP) [2], which has 
induces hdyrogels’ mineralization with calcium phosphate 
(CaP) after incubation in solutions containing calcium and 
glycerophosphate (GP) [3]. Enzymatic mineralization with 
magnesium phosphate (MgP) remains unexplored, although 
MgP has comparable cytocompatibility and ability to support 
osteoblast adhesion and differentiation [4]. In this study, 
enzymatic mineralization of gellan gum (GG) hydrogels, 
which has been applied in hydrogel form as a tissue engi-
neering (TE) scaffold [5], with CaP, MgP and combinations 
thereof was induced by incubation in solutions of CaGP and 
magnesium glycerophosphate (MgGP) and variation of the 
CaGP:MgGP concentration ratio. Mineralized gels were 
characterized physicochemically with respect to amount 
and nature of mineral formed and mechanical properties, 
as well as cell biologically using osteoblasts. 

Materials and methods

GG hydrogels containing ALP were prepared by heating 
GG solution to 90ºC and addition of CaCl2 as crosslinker [5].
After cooling to 50ºC ALP was added, the solution was cast 
at room temperature and cylindrical hydrogels samples were 
cut out with a hole punch.  Gel mineralization was induced 
by incubation in mineralization medium for 7 d containing 
different concentrations of CaGP and MgGP. Five different 
CaGP:MgGP concentration ratios were compared, namely 
0.1:0, 0.075:0.025, 0.05:0.05, 0.025:0.075 and 0:0.1 M. 
Mineralization medium was changed every day. After conclu-
sion of mineralization, gels were rinsed three times in Milli-Q 
water and subsequently incubated in Milli-Q for 1 d with the 
aim of removing residual CaGP and MgGP. The dry mass 
percentage, i.e. the gel weight percentage not consisting 
of water, was calculated as: (weight after incubation and 
subsequent freeze-drying/weight after incubation but before 
freeze-drying)*100. This served as a measure of the extent 
of mineral formation. Amount of mineral in freeze-dried 
samples was determined by TGA. Formation of CaP and 
MgP was demonstrated by FTIR, Raman, XRD, SEM, EDS
and ICP-OES. Mechanical properties were investigated by 
compressive testing and rheometry.

Cytocompatibility was evaluated by determining the vi-
ability of human Þ broblastic cells HFF-1 after culture in eluate 
from hydrogel samples using the MTT Assay. Adhesion and 
proliferation were assessed using cells of the osteoblastic 
cell line MC3T3-E1 (100000 cells/sample) Cell number was 
evaluated 1 d and 11 d post-seeding using the MTT Assay.
Cell attachment was evaluated using live/dead staining. 

Results and discussions

The formation of mineral in hydrogels in the presence 
of ALP was demonstrated directly by FTIR, Raman, XRD, 
SEM,  EDS and ICP-OES, and indirectly by the increases
in dry mass percentages in samples containing ALP and
increases in the mass fraction attributable to mineral 
measured by TGA, and increased Young’s Modulus and 
rheometric storage modulus.

EDS and ICP-OES measurements, as well as compari-
son of dry mass percentages and TGA data indicated that 
more Ca was incorporated into mineral formed than Mg. 
This was supported by the fact that morphology visualized 



97nera u jaki stwierdzono 
w badaniach TGA, oraz 
podwy szonego modu-
u Younga i sk adowej 
rzeczywistej modu u re-
ometrycznego.

Pomiary EDS i IC-
P-OES oraz porówna-
nie suchej masy i wy-
ników TGA wykaza y, 
e w uzyskanej fazie 

mineralnej zosta o zin-
tegrowane wi cej wap-
nia ni  magnezu. Poza 
tym, minera y wytwo-
rzone w p ynach mine-
ralizuj cych zawiera-
j cych CaGP i MgGP 
by y bardziej podob-
ne do CaP ni  MgP, co 
stwierdzono w bada-
niach SEM wizualizu-
j cych morfologi  wy-
dziele  oraz w bada-
niach spektroskopo-
wych (FTIR, Raman) 
i XRD (RYS.a). W dy-
fraktogramach XRD 
zaobserwowano cha-
rakterystyczne reß ek-
sy dla apatytu przy 26° 
i 32° w grupach 0.1:0 
i 0.075:0.025 (A, B). 
W grupach 0.05:0.05 
i 0.025:0.075 (C, D), 
zaobserwowano tyl-
ko reß eks przy 32°. Dyfraktogram grupy 0:0.1 (E) znacz-
nie si  ró ni : reß eksy charakterystyczne dla bobierytu 
Mg3(PO4)2·8H2O zaobserwowano przy 11° i 13°.

Badania w a ciwo ci mechanicznych w próbie ciskania 
hydro eli zawieraj cych ALP (RYS/.b) po 7 d inkubacji w p y-
nie mineralizuj cym wykaza y wzrost modu u Younga. Modu  
Younga próbek zawieraj cych ALP zale a  od sk adu p y-
nu: grupy 0.1:0 i 0.075:0.025 by y znacznie sztywniejsze ni  
grupy 0.05:0.05 i 0.025:0.075. Modu  Younga próbek w gru-
pie 0:0.1, inkubowanej w czystym MgGP, by  przynajmniej 
trzy razy wi kszy ni  modu y próbek we wszystkich innych 
grupach. Barwienie live/dead oraz testowanie ywotno ci 
wykaza y, e mineralizacja GG prowadzi a do znacznie po-
lepszonego przylegania ywych komórek (RYS.c). Obec-
no  fazy mineralnej na powierzchni zmineralizowanego GG 
umo liwia adsorpcj  bia ek z surowicy a wi c sprzyja ad-
hezji komórek. Po 1 d, zaobserwowano najwy sz  ywot-
no  na próbkach zmineralizowanych w stosunku st e  
CaGP:MgGP 0:0.1 i najni sz  w stosunku 0.1:0. Po 11 d, y-
wotno  by a podobna na wszystkich próbkach z wyj tkiem 
grupy zmineralizowanej w stosunku st e  CaGP:MgGP
0.1:0. W tej grupie ywotno  by a znacznie ni sza (oko o 
50-60% ywotno ci w odniesieniu do innych zmineralizo-
wanych grup). Wy sza proliferacja na próbkach zawieraj -
cych Mg spowodowana by a stymuluj cym dzia aniem ma-
gnezu, co zosta o ju  stwierdzone dla hydroxyapatytu za-
wieraj cego ma  ilo  magnezu [6].

Wnioski

Tworzenie CaP i MgP w hydro elach GG indukowano 
przez wprowadzenie ALP i nast pnie inkubacj  w roztwo-

by SEM and FTIR, Raman and XRD spectra (FIG.a) of min-
eral formed in samples incubated in mineralization solutions
containing CaGP resembled CaP more strongly than MgP.
In XRD spectra, the 0.1:0 and 0.075:0.025 groups (A, B),
peaks characteristic for apatite were observed at 26° and
32° In the 0.05:0.05 and 0.025:0.075  groups (C, D), only
the peak at 32° was observed. The diffractogram of the 0:0.1
group (E) was markedly different. Peaks characteristic for 
bobierrite Mg3(PO4)2·8H2O were seen at 11° and 13°. 

Compressive testing of hydrogels (FIG.b) after 7 d in-
cubation in mineralization solution revealed an increase in
Young’s modulus due to ALP incorporation. For samples
containing ALP, Young’s modulus was dependent on the
medium composition. The 0.1:0 and 0.075:0.025 groups
were signiÞ cantly stiffer than the 0.05:0.05 and 0.025:0.075
groups. The Young’s modulus of samples in the 0:0.1 group,
incubated in pure MgGP, was at least three times higher 
than that of all other groups. 

Enzymatic mineralization of GG led to far superior adhe-
sion of viable cells, as demonstrated by live/dead staining
and cell vitality testing (FIG.c). The presence of mineral on
the surface of mineralized GG may enable serum protein
adsorption and thus aid adhesion. After 1 d, viability was
highest on samples mineralized at a CaGP:MgGP concen-
tration ratio of 0:0.1 and lowest for the ratio 0.1:0. After 11 d,
viability was similar on all samples except for the group min-
eralized at a CaGP:MgGP concentration ratio of 0.1:0, which
displayed markedly lower viability (approximately 50-60% of 
viability for other mineralized groups). Higher proliferation
on samples containing Mg might be caused by a stimula-
tory effect of Mg, reported for Mg-doped hydroxyapatite [6].

RYS. Analiza GG hydro eli zmineralizowanych w ró nych stosunkach st e  CaGP:
MgGP : 0.1:0 (A), 0.075:0.025 (B), 0.05:0.05 (C), 0.025:0.075 (D) i 0:0.1 (E) M. (a) Analiza
XRD. Zaznaczono charakterystyczne reß eksy dla apatytu (*) i bobierytu (#). (b) Warto ci
modu u Younga w próbie ciskania. ^: p < 0.001 w odniesieniu do wszystkich innych 
grup; *: p < 0.01. (c) ywotno  komórek MC3T3-E1 hodowlanych przez 1 i 11 d. GG bez
ALP-a s u y  jako kontrola negatywna za  polistyren s u y  jako kontrola pozytywna.
FIG. Analysis of GG gels mineralized at different CaGP:MgGP concentrations: 0.1:0 (A),
0.075:0.025 (B), 0.05:0.05 (C), 0.025:0.075 (D) and 0:0.1 (E) M. (a) XRD analysis. Characteristic 
peaks are marked for apatite (*) and bobierrite (#). (b) Determination of Young’s Modulus
by compressive testing. ^: p < 0.001 relative to all other groups; *: p < 0.01. Error bars 
show standard deviation. (c) Viability of MC3T3-E1 cells cultured for 1 d and 11. ALP-free
GG served as a control. Tissue culture polystyrene served as a positive control. Error bars 
show standard deviation.



98 rach CaGP i MgGP, przy czym tworzy o si  relatywnie wi cej 
fosforanów wapnia ni  magnezu. Mineralizacja prowadzi a 
do wzrostu sztywno ci hydro eli, a najwi kszy jej wzrost 
stwierdzono w przypadku próbek inkubowanych w czystym 
roztworze MgGP. Obecno  MgP w zmineralizowanych 
próbkach wp ywa a korzystnie na  przyleganie i proliferacj  
osteoblastów.

Podzi kowania

Autorzy dzi kuj  Research Foundation Flanders (FWO) 

oraz Ghent University za sÞ nansowanie bada  i LLP Era-

smus program za przyznanie stypendium dla Grzegorza 

Krawczyka .

Conclusions

CaP and MgP mineral formation in GG hydrogels was 
induced by incorporation of ALP subsequent incubation 
in solutions of CaGP and MgGP. Formation of CaP was 
favourised more strongly than MgP. Mineralization led to 
an increase in stiffness, which was greatest for samples 
incubated in pure MgGP solution. The presence of MgP in
mineralized samples led to enhanced osteoblast attachment 
and proliferation.
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