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Streszczenie

Celem ninigjszej pracy byto przeprowadzenie sze-
regu modyfikacji powierzchni zwiekszajgcych adhe-
zje komdrek do materiatu oraz okreslenie ich wptywu
na wtasciwosci powierzchni litego tytanu. Zakres pra-
cy obejmowat: obserwacje zmian topografii powierzch-
ni przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektrono-
wego, pomiary chropowatosci powierzchni; pomiary
kata zwilzania oraz badania odpornosci korozyjnej.
Stwierdzono, ze przeprowadzone modyfikacje nie-
znacznie zmieniajg topografie powierzchni, powodu-
jac wzrost jej rozwiniecia. Modyfikowane powierzch-
nie zachowujg hydrofilowy charakter i odznaczajg sie
zwiekszong odpornoscig korozyjng.

[Inzynieria Biomateriatow, 47-53,(2005),46-49]

Wprowadzenie

Witasciwosci, ktére wyrdzniajg tytan sposroéd innych ma-
teriatow to duza odporno$¢ na korozje w réznych Srodowi-
skach oraz mata gestos¢ 4,5g/cm3. Ponadto tytan jest ma-
terialem niemagnetycznym, o wysokiej temperaturze top-
nienia, matym wspoétczynniku rozszerzalnosci cieplnej i
przede wszystkim wysokiej obojetnosci biologicznej. Wta-
Sciwosci te spowodowaty, ze tytan stat sie waznym mate-
riatem dla medycyny. Jest to doskonaty biomateriat, z kt6-
rego wykonuje sie réznego rodzaju implanty, narzedzia
chirurgiczne, a takze w postaci siateczek jest wykorzysty-
wany jako rusztowanie dla zywych komorek i stosowany w
inzynierii tkankowej. Z punktu widzenia inzynierii tkanko-
wej podstawowe znaczenie ma stan powierzchni, jej sktad
chemiczny i topografia.

Podstawowym parametrem opisujacym powierzchnie jest
jej chropowato$¢. Zaobserwowano [1], ze wzrost chropo-
watosci jest korzystny dla rozwoju komoérek kostnych, co
zapewnia lepszg integracje wszczepu z koscig. Komorki
reagujg na zmiany chropowatosci wynoszace nawet
0,60um, a powierzchnie wykazujace sie wiekszg chropo-
watoscig majg charakter bardziej hydrofilowy [2]. Jedng z
cech tytanu jest zdolnos¢ do samopasywacji. Tworzaca sie
na powierzchni warstwa tlenkéw zapewnia jej charakter
hydrofilowy, co sprzyja wzrostowi komorek, poniewaz wy-
kazuje ona powinowactwo do wody, tworzgc wigzania wo-
dorowe [3]. Udowodniono takze, ze naniesienie cienkiej
warstwy hydroksyapatytu korzystnie wptywa na rozwoj ko-
moérek kostnych [4], a trawienie w roztworze "pirania" po-
wodujgce uzyskanie porowatej powierzchni (w skali nano),
polepsza adhezje i migracje osteoblastow [5].

Celem niniejszej pracy bylo przeprowadzenie szeregu mo-
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Abstract

The aim of this work was to carry out various sur-
face modifications which improve cell adhesion and
to determine their influence on the properties of tita-
nium surface. The research included: SEM observa-
tions of surface topography, roughness and contact
angle measurements and corrosion resistance study.
It was found that the applied modifications only slightly
change the surface topography and lead to a slight
increase of surface roughness. All modified surfaces
are hydrophilic and reveal improved corrosion resist-
ance.

[Engineering of Biomaterials, 47-53,(2005),46-49]

Introduction

Such properties as: high corrosion resistance in various
environments and low density (4,5 g/cm3) distinguish tita-
nium among other metallic materials. In addition, titanium
is nonmagnetic; it exhibits high melting temperature, low
coefficient of thermal expansion and, in particular, high bio-
logical inertness. Due to these properties titanium is used
in biomedical applications as material for implants and sur-
gical tools. In recent years, titanium in the form of meshes
was used in tissue engineering as a scaffold for living cells.
From this point of view, the properties of surface, its chemi-
cal composition and topography play a crucial role.

One of the main parameters describing the surface is its
roughness. It was observed [1] that an increase of surface
roughness is beneficial for the growth of bone cells, which
ensures better integration of the implant with the bone. The
living cells are able to detect the change in surface rough-
ness of the order of 0,6 um and it was found that rougher
surfaces reveal more hydrophilic character [2]. On the other
hand, one of the characteristic features of titanium is its
ability to self-passivation. As a result an oxide layer is formed
on the titanium surface. This oxide layer ensures the hy-
drophilic character of the surface and thus favours the growth
of cells [3]. The beneficial role of hydroxyapatite coating [5]
and etching in the piranha solution [6] in improving cell ad-
hesion and growth was also reported.

The aim of this work was to carry out various surface modi-
fications which improve cell adhesion and to determine their
influence on the properties of titanium surface. These modifi-
cations were previously applied to titanium meshes [6] and
the preliminary results have shown their beneficial influence
on the cell growth in culture. However, the determination of
such important parameters as contact angle, roughness and
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dyfikacji powierzchni zwigkszajgcych adhezje komérek do
materiatu oraz okreslenie ich wptywu na wtasciwosci po-
wierzchni litego tytanu. Modyfikacje te zostaty wczes$niej
zastosowane do siateczek tytanowych [6], a wstepna ana-
liza wykazata ich korzystny wptyw na wzrost komoérek w
hodowli in vitro. Geometria siateczek uniemozliwia jednak
okre$lenie szeregu waznych wtasciwosci, takich jak np. kat
zwilzania, chropowato$¢, czy odpornos¢ korozyjna.

Materiat i metodyka badan

Materiatem uzytym do badan byt tytan o czystosci tech-

nicznej w postaci preta o srednicy 20 mm, z ktérego wycie-
to probki w postaci walcéw o grubosci 2 mm. Prébki szlifo-
wano na papierach Sciernych o gradacji 600 i 800, wyptu-
kano w ptuczce ultradzwiekowej i odttuszczono acetonem.
Tak przygotowane probki poddano trzem modyfikacjom: (1)
trawienie w roztworze stezonego H,SO, i 30% H,O, w sto-
sunku objetosciowym 1:1 (tzw. roztwor "pirania") przez 4
godziny w temperaturze pokojowej; (2) naniesienie warstwy
dekstranu z poli(kwasem akrylowym) (PAA) i dodatkiem
jonéw wapnia; (3) naniesienie warstwy aldehydu glutaro-
wego oraz warstwy dekstranu z poli(kwasem akrylowym)
(PAA) i dodatkiem jonéw wapnia. Wymienione modyfikacje
zostaty opisane szczegétowo w pracy [6].
Zakres pracy obejmowat: obserwacje zmian topografii po-
wierzchni przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektro-
nowego; pomiary chropowato$ci powierzchni; pomiary kata
zwilzania oraz badania odpornosci korozyjnej. Badania
odpornosci korozyjnej powierzchni tytanu polegaty na wy-
konaniu badan impedancyjnych oraz potencjodynamicz-
nych.

Wyniki badan i dyskusja wynikow

Obserwacje za pomocg SEM pokazaty, ze powierzch-
nia w stanie wyjsciowym (przed modyfikacjg) charaktery-
zuje sie obecnoscig ukierunkowanych rys, bedacych wyni-
kiem wczesniejszego szlifowania. Trawienie w roztworze
"pirania" spowodowato pojawienie sie¢ na powierzchni cha-
rakterystycznych mikroporowatosci. Natomiast modyfikacje
polegajgce na zanurzeniu w roztworze dekstranu oraz al-
dehydu glutarowego i dekstranu nie wptywajg znaczaco na
stan powierzchni. Na RYS.1 przedstawiono przyktadowe
obrazy powierzchni probek tytanowych.

Pomiar chropowatosci przeprowadzono w celu okreslenia
stopnia rozwinigcia powierzchni prébek, w stanie wyjscio-
wym oraz po przeprowadzonych modyfikacjach. Z otrzy-
manych profili chropowato$ci wyznaczono i analizowano
dwa parametry okreslajgce chropowato$¢ Ra i Sm, a ich
wartosci przedstawiono w TABELI 1. Otrzymane wyniki po-
twierdzajg wptyw przeprowadzonych modyfikacji na stopien
rozwiniecia powierzchni. Zarébwno trawienie w roztworze
"pirania” jak i naniesienie warstw polimerowych spowodo-
waly niewielki wzrost obydwu analizowanych parametrow.
Najwieksze zmiany parametru Ra odnotowano dla modyfi-
kacji w roztworze dekstranu, natomiast parametru Sm dla
modyfikacji w roztworze aldehydu glutarowego i dekstranu.
Kat zwilzania zmierzono przy uzyciu roztworu "DMEM" o
ztozonym sktadzie chemicznym, zblizonym do ptynéw ustro-
jowych ludzkiego organizmu. Otrzymane wyniki zestawio-
no w TABELI 2. Wszystkie przeprowadzone modyfikacje
spowodowaty wzrost warto$ci kata zwilzania. Na uwage za-
stuguje fakt, ze najwiekszy kat zwilzania zaobserwowano
dla prébki trawionej w roztworze piranii, o stosunkowo nie-
wielkim stopniu rozwiniecia powierzchni. Prébka te charak-
teryzuje sie jednak nano i mikro porowatoscig, niewykry-
walng lub na granicy czutosci zastosowanego profilometru,

corrosion resistance was impossible due to the mesh ge-
ometry.

Material and experimental procedure

The material used in this study was technically pure tita-

nium in the form of 20 mm rod from which samples in the
form of 2 mm cylinders were cut out. The samples were
polished, ultrasonically rinsed and then degreased in ac-
etone. Next, the samples were subjected to three surface
madifications: (1) etching in piranha solution, (2) dextran
coating and (3) glutar aldehyd and dextran coating. All these
modifications were described elsewhere [6].
The research included: SEM observations of surface topog-
raphy, roughness and contact angle measurements and
corrosion resistance study. Corrosion resistance study of
titanium surface consisted in conducting impedance and
potentiodynamic tests.

Results and discussion

SEM observations have shown that the characteristic fea-
ture of titanium surface in the initial state is the presence of
oriented scratches resulting from polishing. On the surface
etched in piranha solution, micro-porosity effects can be
seen. Both polymer coatings (dextran and glutar aldehyd +
dextran) do not change significantly the surface topogra-
phy. FIG.1 shows images of unmodified and modified tita-
nium surfaces.

RYS. 1. Obraz powierzchni probek tytanowych: w
stanie wyjSciowym (a) oraz po trawieniu w
roztworze pirania (b).

FIG. 1. Images of titanium surface: unmodified (a)
and after etching in piranha solution (b).

In order to quantify the surface development in the samples
with unmodified and modified surfaces, the roughness meas-
urements have been carried out. From the obtained rough-
ness profiles two parameters, Ra and Sm, describing the
surface roughness have been determined. Their values are
shown in TABLE 1. The results confirm the influence of modi-
fications on surface development. All modifications result in
a slight increase of both roughness parameters. The high-
est changes in Ra parameter were observed for modifica-
tion in dextran solution, wheras for Sm parameter - for modi-
fication in glutar aldehyd + dextran solution.

The contact angle was measured using "DMEM" solution
which chemical composition is similar to human body flu-
ids. The obtained values of contact angle are presented in
TABLE 2. The results clearly indicate that all modifications
lead to the increase of contact angle value (the most signifi-
cant increase is observed in the sample etched in piranha
solution). This sample is characterized by nano- and mi-
cro-porosity, undetectable for the used profilometer, which
can significantly influence wettability of titanium surface.
However, it should be noted that all surfaces have hydrophilic
character.

The results of impedance studies are presented in the form
of Bode's diagrams (FIG.2). They show the high values of
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TABELA 1. Wartosci parametrow okreslajacych
chropowato$¢ powierzchni tytanowych. (R, -
srednie arytmetyczne odchylenie profilu
chropowatosci, S _-Sredni odstep chropowatos$ci).
TABLE 1. Roughness parameters for unmodified
and modified titanium surfaces. (R -average

roughness,
irregularities).

S _-mean spacing of profile

dekstran
aldehyd

e pirania

— stan wyj&iowy

ENNS RN

N w

impedancja
loglZI(Qcm?)
kat fazowy, -8(deg)

czestotliwost, logF(Hz)

RYS. 2. Widma impedancyjne badanych
powierzchni tytanowych.

FIG. 2. Bode's diagrams of titanium surfaces
exposed in SBF solutions.

co w istotny sposdb moze zmienia¢ zwilzalno$¢ powierzch-
ni tytanu. Nalezy zaznaczy¢, ze pomiar kata zwilzania wy-
kazat hydrofilowy charakter wszystkich badanych powierzch-
ni.

Wyniki badan impedancyjnych przedstawiono w formie
wykresow Bode'go (RYS.2). Charakteryzujg sie one wyso-
kimi wartosciami kata fazowego, bliskimi 90 stopni, w sze-
rokim zakresie czestotliwosci. W wyniku przeprowadzonych
modyfikacji nastepuje wyrazny wzrost zakresu czestotliwo-
Sci w obszarze wysokich wartosci katow fazowych, w po-
rownaniu do stanu wyjsciowego, co $wiadczy o wigkszej
trwatosci wytworzonych warstw pasywnych. Zauwazy¢ réw-
niez mozna przesuniecie modutu impedancji w kierunku
wyzszych wartosci. Jest to zwigzane ze wzrostem wartosci
parametru Rt, bedgcego oporem przejscia elektronéw z
podtoza do elektrolitu przez warstwe podwdjng. Badania
potencjodynamiczne (RYS.3) pokazaty, ze w stosunku do
stanu wyj$ciowego, nastepuje obnizenie wartosci gestosci
pradéw korozyjnych przy jednoczesnym utrzymaniu stanu
pasywnego w szerokim zakresie potencjatow.

Whioski

Z przeprowadzonych badan mozna wyciggng¢ nastepu-
jace wnioski:
- Zastosowane modyfikacje zwiekszajg chropowatos¢ po-
wierzchni oraz polepszajg odpornos¢ korozyjng tytanu.

Rodzaj modyfikacji /

Modification

Stan wyjsciowy / Unmodified

Trawienie w roztworze pirania / Piranha solution

Warstwa dekstranu / Dextran coating

Aldehyd glutarowy i dekstranu /
Glutar aldehyd and dextran coating

TABELA 2. Wartosci kata zwilzania dla
powierzchni tytanowych w roztworze DMEM.
TABLE 2. Values of contact angle for unmodified
and modified titanium surfaces. SD is standard
deviation.

————stan wyjisiowy ———pirania dekstran aldehyd

e 4
y 1000 2000 3000 4000 5000 6000

jluA/enf]
£ g

E[mV]

RYS. 3. Krzywe polaryzacji badanych powierzchni
tytanowych.

FIG. 3. Polarisation curves of titanium prior to and
after modifications.

phase angle (close to 90 degrees) at broad frequency range.
Due to the modifications carried out, the frequency range in
high value phase angles significantly increases in compari-
son to the unmodified surface. This proves higher resist-
ance of composed passive layers. At the same time, the
impedance module moves towards higher values due to
the rise of Rt parameter value. This parameter expresses
charge transfer resistance.

Polarizations curves (FIG.3) show that - in comparison to
unmodified titanium surface - the value of corrosion cur-
rents density decreases while passive state does not change
in broad potentials' range.

Conclusions

From the conducted research the following conclusions
can be drawn:
- The modifications which have been applied for titanium
surface lead to the increase of surface roughness and to
the improvement of its corrosion resistance.
- Investigated surfaces exhibit a hydrophilic character.
- Dextran coating seems to be the most promising method
of maodifications since it improves most significantly corro-
sion resistance and surface roughness.
- Characteristic micro-porosity, undetectable for profilometer,
occuring on surfaces etched in the piranha solution can be
an additional factor favourable for cells growth. This prob-
lem will be a subject of further research.
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- Badane powierzchnie wykazujg charakter hydrofilowy.

- Obiecujacg modyfikacjg wydaje sie by¢ naniesiona war-
stwa dekstranu, ktéra w najwigkszym stopniu zwigksza
odpornos¢ korozyjng oraz chropowato$¢ powierzchni.

- Wytworzenie na powierzchni trawionej w roztworze pira-
nia charakterystycznych mikroporowatosci, niewykrywal-
nych przy zastosowaniu profilometru, moze by¢ dodatko-
wym czynnikiem sprzyjajgcym wzrostowi komoérek. Problem
ten bedzie przedmiotem dalszych badan.
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Streszczenie

Kopolimer glikolidu z L-laktydem (PGLA) poddano
degradacji w buforowanym roztworze soli fizjologicz-
nej (PBS) i roztworze PBS zawierajgcym trypsyne.
Zmiany zwilzalnoSci w funkcji czasu degradacji bada-
no metodg kropli, podczas gdy topografie i morfolo-
gie powierzchni oceniano za pomocg mikroskopu sit
atomowych i mikroskopu do Swiatta odbitego. Wyka-
zano, Ze folie PGLA tracg spojno$¢ w czasie 6 tygo-
dni w wyniku degradacji w masie. Trypsyna nie przy-
Spiesza procesu degradacji PGLA.

[Inzynieria Biomateriatow, 47-53,(2005),49-52]

Wprowadzenie

Kopolimery glikolidu z L-laktydem sg z powodzeniem
wykorzystywane jako biomateriaty, no$niki lekow i ruszto-
wania dla komérek w inzynierii tkankowej [1]. Materiaty te
ulegajg degradacji w wyniku reakcji hydrolizy wigzan polie-
strowych, chociaz wykazano, ze obecnos¢ niektorych en-

HYDROLYTIC AND ENZYMATIC
DEGRADATION OF POLY-
(GLYCOLIDE-CO-L-LACTIDE)

ELZzBIETA PAMULA, MAGDALENA M. RuTKOWSKA

AGH UNIVERSITY OF SCIENCE AND TECHNOLOGY,

FacuLty oF MATERIALS SciENCE AND CERAMICS, DEPARTMENT OF
BiomATERIALS, AL. MickiEwicza 30, 30-059 Krakdw, PoLAND
EPAMULA@AGH.EDU.PL

Abstract

Copolymer of glycolide and L-lactide (PGLA) has
been submitted to degradation in phosphate buffered
saline (PBS) and in PBS containing trypsin. The evo-
lution of wettability during degradation was studied
by sessile drop while topography and morphology
were evaluated by atomic force microscopy and opti-
cal microscopy. It was shown that PGLA foils lose their
integrity within 6 weeks, due to 'in bulk' degradation.
Trypsin seems not to accelerate degradation of PGLA.

[Engineering of Biomaterials, 47-53,(2005),49-52]

Introduction

Copolymers of glycolide and L-lactide have received con-
siderable attention as degradable devices for medicine, drug
delivery, and scaffolds for tissue engineering applications
[1]. Such materials degrade through simple hydrolysis of
polyester bonds, however it was shown that presence or
enzymes isolated from fungi or bacteria can accelerate their
degradation time, for example proteinase K preferentially
degrades L-lactyl units of polylactides [2-3]. It was recently
shown that trypsin can influence degradation of porous scaf-
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