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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-

· Badane powierzchnie wykazuj¹ charakter hydrofilowy.
· Obiecuj¹c¹ modyfikacj¹ wydaje siê byæ naniesiona war-
stwa dekstranu, która w najwiêkszym stopniu zwiêksza
odporno�æ korozyjn¹ oraz chropowato�æ powierzchni.
· Wytworzenie na powierzchni trawionej w roztworze pira-
nia charakterystycznych mikroporowato�ci, niewykrywal-
nych przy zastosowaniu profilometru, mo¿e byæ dodatko-
wym czynnikiem sprzyjaj¹cym wzrostowi komórek. Problem
ten bêdzie przedmiotem dalszych badañ.
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Streszczenie

Kopolimer glikolidu z L-laktydem (PGLA) poddano

degradacji w buforowanym roztworze soli fizjologicz-

nej (PBS) i roztworze PBS zawieraj¹cym trypsynê.

Zmiany zwil¿alno�ci w funkcji czasu degradacji bada-

no metod¹ kropli, podczas gdy topografiê i morfolo-

giê powierzchni oceniano za pomoc¹ mikroskopu si³

atomowych i mikroskopu do �wiat³a odbitego. Wyka-

zano, ¿e folie PGLA trac¹ spójno�æ w czasie 6 tygo-

dni w wyniku degradacji w masie. Trypsyna nie przy-

�piesza procesu degradacji PGLA.

[In¿ynieria Biomateria³ów, 47-53,(2005),49-52]

Wprowadzenie

Kopolimery glikolidu z L-laktydem s¹ z powodzeniem
wykorzystywane jako biomateria³y, no�niki leków i ruszto-
wania dla komórek w in¿ynierii tkankowej [1]. Materia³y te
ulegaj¹ degradacji w wyniku reakcji hydrolizy wi¹zañ polie-
strowych, chocia¿ wykazano, ¿e obecno�æ niektórych en-
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zymów wyizolowanych z grzybów lub bakterii mo¿e przy-
�pieszaæ ich czas degradacji, np. proteinaza K powoduje
preferencyjne rozrywanie wi¹zañ w poli-L-laktydach [2-3].
Ostatnio stwierdzono, ¿e trypsyna mo¿e wp³ywaæ na de-
gradacjê porowatych rusztowañ dla in¿ynierii tkankowej
wykonanych z kopolimeru glikolidu z L-laktydem, przy�pie-
szaj¹c ich ubytek masy [4]. Trypsyna jest enzymem o szcze-
gólnym znaczeniu, poniewa¿ jest rutynowo wykorzystywa-
na w hodowlach komórkowych in vitro. Trypsynê klasyfiku-
je siê do grupy hydrolaz, dlatego potencjalnie mo¿e ona
równie¿ powodowaæ rozrywanie wi¹zañ poliestrowych. Z
tego wzglêdu, wydaje siê niezwykle wa¿ne okre�lenie, czy
enzym ten wp³ywa na kinetykê degradacji materia³ów wy-
korzystywanych jako pod³o¿a dla komórek.
Celem pracy by³o ocenienie wp³ywu trypsyny na degrada-
cjê folii PGLA. Zastosowano stê¿enie trypsyny odpowiada-
j¹ce warunkom hodowli komórkowych.

Czê�æ eksperymentalna

Materia³y
Kopolimer glikolidu z L-laktydem (PGLA) zsyntezowano

wed³ug metody opisanej poprzednio [5]. PGLA mia³ nastê-
puj¹ce w³a�ciwo�ci: stosunek molowy glikolidu do L-lakty-
du - 17:83, liczbowo-�rednia masa cz¹steczkowa, Mn=50,5
kDa, wspó³czynnik polidyspersji d =2,3 i temperatura trans-
formacji, Tg=54oC. Folie o grubo�ci 0,18±0,02 mm otrzy-
mano metod¹ odlewania z roztworu polimeru w chlorku
metylenu (POCh, Gliwice, Polska) na szklane szalki Petrie-
go i suszenia na powietrzu i w pró¿ni co najmniej przez
24h.
Próbki polimerowe (�rednica 15 mm) umieszczono w 24-
do³kowych p³ytkach hodowlanych (Nunc, Dania) i do ka¿-
dego do³ka dodano 2 ml buforowanego roztworu soli fizjo-
logicznej PBS (137 mM NaCl, 6,44 mM KH2PO4, 8 mM
Na2HPO4) lub roztworu trypsyny w PBS (5 mg/ml. Sigma,
Niemcy). Badaniom poddano powierzchniê doln¹ folii, tj.
kontaktuj¹c¹ siê ze szk³em w trakcie otrzymywania. P³ytki
umieszczono w temperaturze 37oC na czas od 1 do 6 tygo-
dni. Nastêpnie próbki przemyto dziesiêciokrotnie poprzez
odpompowanie 1,5 ml p³ynu i dodanie 1,5 ml wody UHQ
(PureLab, Elga, Niemcy). Próbki suszono w eksykatorze
nad P2O5 przez 2 tygodnie. W pozosta³ych próbkach co ty-
dzieñ wymieniano roztwór poprzez odpomopwanie 1,5 ml
p³ynu i dodanie 1,5 ml �wie¿ego p³ynu.

Metody
 Badania topografii powierzchni przeprowadzono w po-

wietrzu za pomoc¹ mikroskopu si³ atomowych Explorer
(ThermoMicroscopes, Vecco, USA). Obrazy w trybie kon-
takt zarejestrowano za pomoc¹ sond Si3N4 o sta³ej sprê¿y-
sto�ci 0,05 N/m i nominalnej krzywi�nie ostrza 20 nm (Vec-
co NanoProbeTM Tips, model MLC-EXMT-A). Obrazy za-
rejestrowano dla ró¿ny obszarów skanowania: 100 mm x
100 mm, 50 mm x 50 mm, 20 mm x 20 mm, 5 mm x 5 mm dla
trzech losowo wybranych miejsc (rozdzielczo�æ 300x300
punktów) z szybko�ci¹ skanowania 5 linii/s. Wszystkie ob-
razy poddano procesowi sp³aszczania z wykorzystaniem
oprogramowania dostarczonego wraz z urz¹dzeniem. Dla
wszystkich obszarów skanowania wyznaczono chropowa-
to�æ Ra .
Morfologiê folii obserwowano za pomoc¹ mikroskopu do
�wiat³a odbitego (Nicon, Epiphot 300, powiêkszenie 20x)
K¹t zwil¿ania wyznaczono metod¹ kropli za pomoc¹ auto-
matycznego systemu analizy kszta³tu kropli DSA 10 Mk2
(Kruss, Niemcy). Krople wody UHQ (oczyszczonej przez
Purelab UHQ, Elga, Niemcy) o objêto�ci 0,2 ml k³adziono
na powierzchni próbki. Wynik przedstawiano jako �redni¹ z
10-12 pomiarów pojedynczych kropli.

folds made of copolymers of glycolide and L-lactide, by
enhancing their weight loss [4]. Trypsin is an enzyme of
particular interest, because it is routinely used for cell cul-
turing in vitro. Trypsin is classified to the group of hydrolases,
therefore it potentially could catalyze degradation of poly-
ester bonds. Hence, it is important to know if this enzyme
affects degradation kinetics of materials used as a support
of cells.
The aim of this study was to evaluate the influence of trypsin
on degradation of PGLA foils. The concentration of trypsin
was that of used in cell culture conditions.

Experimental part

Materials
Copolymer of glycolide and L-lactide (PGLA) was syn-

thesized according to the method described previously [5].
PGLA had the following parameters: molar ratio of glycolide
and L-lactide - 17:83, number average molecular weight,
Mn=50.5 kDa, polydispersion index d=2.3 and glass transi-
tion temperature, Tg=54 oC. Foils having thickness of
0.18±0.02 mm were obtained by slip casting of polymer so-
lution in methylene chloride (POCh, Gliwice) on glass Petri
dishes, followed by air and vacuum drying for at least 24 h.
The polymer samples (diameter of 15 mm) were placed into
Nunclon Multidishes (24 wells, Nunc, Denmark) and 2 ml of
phosphate buffered saline PBS (137 mM NaCl, 6.44 mM
KH2PO4, 8 mM Na2HPO4) or trypsin solution in PBS (5 mg/
ml, Sigma, Germany) were poured to each well. Always the
lower surface of the foil, e.g. contacting glass during slip-
casting, was analysed. The multidishes were put in an in-
cubator at 37oC for 1 - 6 weeks. Samples were then rinsed
10 times by pumping 1.5 ml of the liquid and adding 1.5 ml
UHQ water (Pure Lab UHQ, Elga, Germany) followed by
drying in a dessicator over P2O5 for two weeks. In the re-
maining samples the solution was exchanged every week
by pumping 1.5 ml of the liquid and adding 1.5 ml of the
fresh liquid.

Methods
Topography measurements were performed under am-

bient laboratory conditions with an Explorer atomic force
microscope (ThermoMicroscopes, Vecco, USA). Contact
mode topographic images were recorded using Si3N4 tips
with a spring constant of 0.05 N/m and a nominal radius of
curvature of 20 nm (Vecco NanoProbeTM Tips, model
MLCT-EXMT-A). The images were recorded at different
scan areas: 100 mm x 100 mm, 50 mm x 50 mm, 20 mm x 20
mm, 5 mm x 5 mm for three aleatory chosen places (300x300
data points) and with scan rate of 5 lines/s. All images were
flattened using a third order polynominal algorithm provided
with the instrument. Roughness (Ra) was calculated for all
scanned areas.
Morphology of the foils was observed by an optical micro-
scope (Nicon, Epiphot 300, magnification 20x).
The contact angle was measured by sessile drop method
by an automatic drop shape analysis system DSA 10 Mk2
(Kruss, Germany). UHQ- water (produced by Purelab UHQ,
Elga, Germany) droplets of the volume of 0.2 ml were put
on each sample and the contact angle was obtained by
averaging the results of 10-12 measurements.

Results and discussion

Visual examination shows that PGLA foils were initially
transparent. After 1 week of incubation in both media the
foils become white and opaque. Interestingly the foils in
contact with pure PBS remain glistening, while that degraded
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in trypsin solution become mat. After 4 weeks of degrada-
tion the foils start to crumble while taking them out of the
wells.
FIG.1 presents AFM topographical images of the PGLA
surface before and after incubation in PBS and PBS sup-
plemented with trypsin. The surface of PGLA before degra-
dation was quite smooth and only wave-like features of the
high not exciding 40 nm were present (FIG.1A). Such topo-
graphical features are characteristic for polymeric foils ob-
tained by slip casting and are created during evaporation of
the solvent. Incubation in PBS resulted in creation of bun-
gles (FIG.1B, D); their high was 100 nm and 200 nm for
degradation time 1 and 3 weeks, respectively. On the sur-
face of foils being in contact with trypsin protein agglomer-
ates were clearly visible after 1 week of incubation (FIG.1C).
The protein agglomerates formed a monolayer after 3 weeks
of incubation (FIG.1D).

Wyniki i dyskusja

Folie PGLA by³y pocz¹tkowo przezroczyste. Po pierw-
szym tygodniu inkubacji, niezale¿nie od rodzaju p³ynu sta³y
siê bia³e i nieprzejrzyste. Folie kontaktuj¹ce siê z PBS po-
zosta³y l�ni¹ce do koñca eksperymentu, podczas gdy inku-
bowane w roztworze trypsyny sta³y siê matowe. Po 4 tygo-
dniach degradacji folie zaczyna³y siê kruszyæ podczas wyj-
mowania z do³ków.
RYS.1 przedstawia obrazy topograficzne AFM folii PGLA
przed i po inkubacji w PBS i PBS zawieraj¹cym trypsynê.
Powierzchnia folii PGLA przed degradacj¹ by³a stosunko-
wo g³adka i wystêpowa³y na niej tylko struktury faliste o
wysoko�ci nie przekraczaj¹cej 40 nm (RYS.1A). Taka bu-
dowa powierzchni jest charakterystyczna dla folii polimero-
wych otrzymanych metod¹ odlewania z roztworu i powsta-
je w czasie odparowywania rozpuszczalnika. Inkubacja w
PBS powodowa³a powstawanie wybrzuszeñ na powierzch-
ni, których wysoko�æ osi¹ga³a 100 nm i 200 nm dla czasów
degradacji odpowiednio 1 i 3 tygodnie (RYS.1B, D). Na po-
wierzchni folii kontaktuj¹cej siê z roztworem trypsyny ob-
serwowano aglomeraty bia³ka ju¿ po 1 tygodniu inkubacji
(RYS.1C). Aglomeraty bia³ka tworzy³y monowarstwê po 3
tygodniach inkubacji (RYS.1D).
Inkubacja w obu mediach powodowa³a wzrost chropowato-
�ci powierzchni Ra (RYS.2), g³ównie z powodu wytworze-
nia siê wybrzuszeñ. Chropowato�æ folii PGLA inkubowanej
w roztworze trypsyny by³¹ zawsze nieco wy¿sza z uwagi
na zaadsorbowane cz¹steczki bia³ka.
Mikrostrukturê folii obserwowan¹ za pomoc¹ mikroskopu
do �wiat³a odbitego przedstawiono na RYS.3. Przed degra-
dacj¹ powierzchnia folii polimerowej by³a g³adka (RYS.3A).
Inkubacja w PBS przez 6 tygodni spowodowa³a powstanie
wybrzuszeñ o �rednicy oko³o 200 mm (RYS.3C). Na po-
wierzchni próbek degradowanych w roztworze trypsyny ju¿
po pierwszym tygodniu wystêpowa³y bia³e wydzielenia
(RYS.3B). Wielko�æ wydzieleñ wzrasta³a w funkcji czasu
inkubacji. Po 6 tygodniu inkubacji bia³ko tworzy³o monowar-
stwê.
RYS.4 przedstawia zale¿no�æ k¹ta zwil¿ania w funkcji cza-
su inkubacji w obu mediach. K¹t zwil¿ania folii degradowa-
nej w czystym PBS nie zmienia³ siê w funkcji czasu, cho-
cia¿ folie stawa³y siê nieprzezroczyste i kruche. K¹t zwil¿a-
nia folii inkubowanej w roztworze trypsyny obni¿a³ siê do 3

RYS. 1. Obrazy topograficzne AFM powierzchni
PGLA (obszar skanowania 50mm x 50mm): A-przed
degradacj¹ (z=40 nm), B-po 1 tygodniu w PBS
(z=100 nm), C-po 1 tygodniu w roztworze trypsyny
(z=350 nm), D-po 3 tygodniach w PBS (z=200 nm)
i E-po 3 tygodniach w roztworze trypsyny (z=550
nm).
FIG. 1. AFM topographical images of PGLA
surface (scan area 50mm x 50mm): A-before
degradation (z=40 nm), B-after 1 week in PBS
(z=100 nm), C-after 1 week in trypsin solution
(z=350 nm), D-after 3 weeks in PBS (z=200 nm)
and E-after 3 weeks in trypsin solution (z=550 nm).
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RYS. 2. Zale¿no�æ chropowato�ci Ra od czasu
degradacji w PBS i roztworze trypsyny (obszar
skanowania 100 mm x 100 mm, n=3± odchylenie
standardowe).
FIG. 2. Evolution of Ra roughness as a function
of degradation time in PBS and trypsin solution
(scan areas 100 mm x 100 mm, n=3± standard
deviation).

RYS. 3. Morfologia powierzchni PGLA: (A) przed
degradacj¹, (B) 1 tydzieñ po degradacji w
roztworze trypsyny i (C) 6 tygodni w roztworze
PBS (mikroskop od �wiat³a odbitego,
powiêkszenie 20x).
FIG. 3. Morphology of the PGLA surface: (A)
before degradation, (B) after 1 week of
degradation in trypsin solution and (C) and after
6 weeks in PBS (optical microscope,
magnification 20x).
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tygodnia i pó�niej nie ulega³ zmianie. Wyniki wskazuj¹, ¿e
wzrost hydrofilowo�ci by³ wynikiem adsorpcji cz¹steczek
bia³ka.
Podsumowuj¹c, folie PGLA ulegaj¹ bardzo szybkiej degra-
dacji w �rodowisku wodnym. Po pierwszym tygodniu staj¹
siê nieprzezroczyste i po 6 tygodniach trac¹ spoisto�æ. Po-
jawienie siê wybrzuszeñ ju¿ po pierwszym tygodniu inku-
bacji i ich wzrost do szóstego tygodnia sugeruj¹, ¿e folie
degraduj¹ siê w masie. Sta³y k¹t zwil¿ania poprzez ca³y
czas inkubacji w PBS wykazuje, ¿e erozja powierzchni nie
jest g³ównym mechanizmem degradacji folii PGLA. Trypsy-
na nie wp³ywa na degradacjê folii PGLA, chocia¿ warstwa
zaadsorbowanego bia³ka mo¿e stanowiæ barierê dyfuzyjn¹
dla produktów degradacji (rozpuszczalnych oligomerów) i
zapobiegaæ ich wydzielaniu siê do �rodowiska wodnego.

Podziekowania
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Incubation in both media causes an increase of Ra rough-
ness (FIG.2), mainly due to creation of bungles. The rough-
ness of PGLA foils incubated in contact with trypsin was
always slightly higher due to adsorbed protein molecules.
The microstructure of the foils observed under optical re-
flection microscope is presented in FIG.3. Before degrada-
tion the surface of polymeric foil was smooth (FIG.3A). In-
cubation in PBS for 6 weeks resulted in creation of many
bulges about 200 mm in diameter (FIG.3C). On the surface
of samples degraded in trypsin solution already after 1-week
incubation white spots appeared (FIG.3B). The size of spots
increases as a function of incubation time. After 6 weeks of
incubation a monolayer of the protein was observed.
FIG.4 presents the evolution of water contact angle as a
function of incubation time in both media. Contact angle of
the samples degraded in pure PBS did not change during
degradation, although the foils changed colour and become
fragile. Contact angle of the foils incubated with trypsin so-
lution decreased till the third week and remained constant.
The results imply that increase of hydrophilicity was due to
adsorption of protein molecules.
In conclusion, PGLA foils degrade very fast in aqueous
media. After 1 week they become opaque and after 6 week
they lose integrity. Appearance of bungles already after 1-
week degradation and their grow till the 6th week suggest
that the foils degrade 'in bulk'. Contact angle stability for the
whole period of incubation in PBS suggest that surface ero-
sion is not the main degradation mechanism of PGLA.
Trypsin seems not to influence degradation of PGLA, al-
though protein layer can act as a diffusion barrier prevent-
ing degradation products (soluble oligomers) to be released
to the aqueous medium.
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RYS. 4. Zale¿no�æ k¹ta zwil¿ania od czasu
inkubacji w PBS i roztworze trypsyny.
FIG. 4. Evolution of water contact angle as a
function of incubation time in PBS and in trypsin
solution.
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