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Streszczenie

Resorbowalne wtdkna z kopolimeru glikolidu z L-
laktydem formowano metodq z roztworu na mokro.
Za pomocg chromatografii Zelowej (GPC) zbadano
wplyw procesu formowania na zmiane masy czgstecz-
kowej tworzywa wtokien. Mikrostrukture wtdkien oce-
niono za pomocg skaningowego mikroskopu elektro-
nowego (SEM). Wtékna poddano inkubacji w buforo-
wanym roztworze soli fizjologicznej (PBS) w tempe-
raturze 37°C przez 25 tygodni. Wtasciwosci mecha-
niczne widkien: wytrzymatoS¢ na rozcigganie, modut
Younga i odksztatcenie zniszczenia zmierzono w funk-
¢ji czasu inkubacji in vitro. Badania wykazaty, Ze otrzy-
mane widkna charakteryzowaty sie stosunkowo sta-
bymi wtasciwos$ciami mechanicznymi i ulegaty degra-
dacji w ciggu 15 tygodni.

[Inzynieria Biomateriatow, 47-53,(2005),81-84]

Wprowadzenie

Inzynieria tkankowa jest interdyscyplinarng dziedzing
wiedzy, ktorej celem jest przywrocenie, podtrzymanie i po-
prawa funkcjonowania uszkodzonych tkanek, za pomocg
substytutéw zawierajgcych komérki. Biomateriaty odgrywajg
tutaj wazna role, poniewaz petnig funkcje matryc dla wzro-
stu komoérek, proliferacji i formowania tkanek w tréjwymia-
rowe struktury. Do wytwarzania porowatych przestrzennych
podtozy czesto stosuje sie syntetyczne polimery biodegra-
dowalne. Polilaktydy (PLLA, PDLA, PDLLA), poliglikolid
(PGA) i ich kopolimery (PGLA) sg biozgodne, bioresorbo-
walne; posiadajg dobre wtasciwosci mechaniczne oraz sto-
sunkowo tatwo mozna je przetwarza¢ w przestrzenne po-
rowate podtoza [1]. Najbardziej popularnymi metodami
otrzymywania porowatych podtozy dla inzynierii tkankowej
sg: wyptukiwanie soli, separacja faz i spienianie gazem [2].
Niestety podtoza otrzymane tymi technikami cechuje izo-
tropia wtasciwosci. Z drugiej strony naturalne tkanki (np.
Sciegna, kos¢, skéra) majg wtasciwosci anizotropowe wy-
nikajace z obecnosci w nich biatek fibrylarnych, takich jak:
kolagen czy elastyna. Nowym podejsciem w projektowaniu
podtozy jest otrzymywanie porowatych struktur wykonanych
z widkien resorbowalnych, ktére lepiej nasladujg naturalne
tkanki.

Jedng z technik otrzymywania wtoknistych podtozy jest
metoda elektroprzedzenia. Metoda ta pozwala na otrzymy-
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Abstract

Resorbable poly(glycolide-co-L-lactide) fibers were
spun from solution by the wet process. The influence
of spinning process on the molecular mass changes
of the fibre-forming polymer was evaluated by gel
permeation chromatography (GPC). The surface of
fibres was characterized by scanning electron
microscopy (SEM). Fibres were incubated in phos-
phate buffered saline (PBS) at 37°C for 25 weeks.
Mechanical properties of the fibers: tensile strength,
Young's modulus and elongation at break were meas-
ured as a function of degradation time in vitro. The
results show that the fibers have quite weak mechani-
cal properties and degrade after 15 weeks in vitro.

[Engineering of Biomaterials, 47-53,(2005),81-84]

Introduction

Tissue engineering is an interdisciplinary field, which aims
at restoring, maintaining or improving damaged tissue func-
tion by using substitutes which include cells. Biomaterials
play an important role in tissue engineering because they
serve as matrices for cellular ingrowth, proliferation, and
new tissue formation in three dimensions. To fabricate po-
rous scaffolds synthetic biodegradable polymers are often
used. Polylactides (PLLA, PDLA, and PDLLA), polyglycolide
(PGA) and their copolymers (PGLA) are biocompatible, bio-
degradable; they have good mechanical properties and can
be easily processed into three-dimensional structures [1].
The most common methods to produce porous scaffolds
for tissue engineering applications are: porogen leaching,
phase separation or gas foaming techniques [2]. Unfortu-
nately, the scaffolds obtained by all these techniques have
isotropic properties. On the other hand, natural tissues (eg.
tendons, bone, skin) have often anisotropic properties, re-
sulting from presence of fibrous proteins, such as collagen
or elastin. A novel approach in scaffolds' designing is to
produce porous structures made of resorbable fibers, which
can better mimic natural tissues.

Fibrous scaffolds can be obtained by electrospinning. This
technique enables production of fibrous scaffolds from PGLA
and poly-¢—caprolactone. The diameter of resulting fibers
is usually below 1 um. [3-7]. Alternative methods used to
produce fibrous resorbable materials are: melt spinning and
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ponizej 1 pm [3-7]. Wibkniste materiaty resorbowalne moz-
na tez formowac ze stopu badz z roztworu na mokro lub na
sucho. W metodzie formowania z roztworu nie dochodzi do
termicznej degradacji polimeru, z czym nalezy sig liczy¢ w
przypadku formowania ze stopu. Metoda formowania z roz-
tworu pozwala na wytwarzanie wtokien w szerokim zakre-
sie skladu chemicznego i masy czgsteczkowej [8].

Celem pracy byto otrzymanie witdkien z kopolimeru glikoli-
du z L-laktydem metodq z roztworu na mokro oraz ocena
ich wiasciwosci wytrzymatosciowych, budowy powierzchni
(za pomocg mikroskopu skaningowego) i kinetyki degrada-
cji (na podstawie badan wtasciwosci mechanicznych).

Materiaty

Glikolid i L-laktyd (Purac, Holandia) byty oczyszczane

przed uzyciem poprzez rekrystalizacje z suchego octanu
etylu, a nastepnie suszone w suszarce prozniowej w tem-
peraturze pokojowej. Kopolimeryzacje glikolidu z laktydem
prowadzono w stopie w temperaturze 100°C z uzyciem ini-
cjatora Zr(acac)4 wykorzystujgc w celu odgazowania stopu
konwencjonalng linie prézniowa, zgodnie z metodg opisa-
ng poprzednio [9]. Stosunek molowy inicjatora do mono-
meréw wynosit 1,2x107.
Witbdkna formowano metodg z roztworu na mokro. Roztwor
polimeru sporzgdzono przez rozpuszczenie PGLA w N,N-
dimetyloformamidzie (DMF). Stezenie roztworu wynosito
20%. Stosowano przedzarke wielkolaboratoryjng, ktorej
konstrukcja umozliwia stabilizacje parametrow procesowych
i ciggtg ich kontrole. Uzywano dyszy przedzalniczej 240-
otworowej o $rednicy otworkéw 0,08 mm. Proces zestala-
nia prowadzono w wodnej kgpieli zawierajacej rozpuszczal-
nik (20-40%) w temperaturze 8-15°C. Proces rozciggu re-
alizowano jednoetapowo w kapieli plastyfikacyjnej o zawar-
tosci rozpuszczalnika wynoszacej okoto15-30% w tempe-
raturze 30-50°C. Po usunieciu rozpuszczalnika wtdkna su-
szono w warunkach izometrycznych w niskiej temperatu-
rze.

Metody

Wiasciwosci materiatéw

Skfad chemiczny badanego kopolimeru okre$lono za po-
mocg magnetycznego rezonansu jagdrowego 'H NMR (spek-
trometr firmy Varian Unity Inowa). Masy czasteczkowe Mn
i Mw kopolimeru i otrzymanych wtdkien wyznaczono stosu-
jac metode chromatografii zelowej GPC za pomocg chro-
matografu Spectra Physics SP 8800.
Srednica wiékien PGLA byta mierzona na Lanametrze sto-
sujgc okular z podziatkg mikrometryczna, jako usrednienie
pomiarow 25 pojedynczych widkien.
Obserwacje mikrostruktury witokien przeprowadzono za
pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego JSM
5400 JEOL przy powigkszeniach odpowiednio 50, 500 i 1000
razy. Przed analizg prébki napylono cienkg warstwg wegla
w celu nadania im wtasciwosci przewodzacych.

Badania degradaciji

Badania degradacji prowadzono w roztworze NaCl
(0.9%) buforowanym 24 mM Na,HPO, i 16 mM KH,PO,
(PBS) o pH rownym 7.0. Peczek witdkien pocieto na kawat-
ki o dtugoéci okoto 8 cm umieszczono w pojemnikach, za-
lano 100 ml roztworu PBS i przetrzymywano w temperatu-
rze 37°C. przez 25 tygodni. Co 2 tygodnie wyjmowano po 2
probki, ptukano trzy razy w ultra czystej wodzie (PureLab
UHQ, Elga, Niemcy) i suszono w suszarce prozniowej w

solution spinning by wet or dry process. The method of spin-
ning from the solution by the wet process avoids degrada-
tion of the polymer as in the case of the high temperature
spinning form melt. The method of spinning from the solu-
tion permits to produce resorbable fibers over a wide range
of the molecular weights and concentrations [8].

The aim of this study was to obtain fibers from copolymer of
glycolide and L-lactide by the method of spinning from the
solution by the wet process and to evaluate their mechani-
cal prperties, character of their surface (by scanning elec-
tron microscopy) and degradation kinetics (on the base of
mechanical properties examination).

Materials

Glycolide and L-lactide (Purac, Holland) were purified
by recrystallization from dry ethyl acetate in a vacuum dryer
at a room temperature. Copolymerization of glycolide and
lactide was performed in bulk with a Zr(acac), initiator at
100°C by a conventional method using a vacuum line for
degassing and sealing of the ampoules according to the
method described previously [9]. The molar ratio of the ini-
tiator and the monomers was 1.2x10. The fibers were spun
from the solution by the wet process. 20% polymer solution
was prepared by dissolving of PGLA into N,N-dimethyl
formamide (DMF). The laboratory spinning machine, whose
construction made it possible to stabilise technological pa-
rameters at a required level under continous control was
used. Spinneretes with 240 orifices of diameter of 0,08 mm
were used. The solidification process was carried out in a
bath containing an aqueous solution of the solvent (20-40%)
at a temperature of about 8-15°C. The drawing process was
performed in a single stage, in a plastic bath containing the
solvent (15-30%) at an elevated temperature up to 30-50°C.
Finally, solvent was rinsed off, and the resultant fibres were
dried under the isometric conditions at a low temperature.

Methods

Properties of materials

The copolymer composition was determined by 'H NMR
measurements (Varian Unity Inowa spectrometer). The
molecular mass Mn and Mw of copolymer before and after
processing in the fibers were determined by gel permeation
chromatography with the Physics SP 8800 chromatograph.
The diameter of PGLA fibers was measured by Lanametr
using eyepiece with a micrometer scale and it was obtained
by averaging the diameter of 25 individual fibres.
The microstructure of fibers was studied by JSM 5400 scan-
ning electron microscope (JEOL, Japan) at magnification
50, 500 and 1000 times respectively. Before analysis the
samples were coated with a thin carbon layer in order to
make them conductive.

Degradation study

Degradation of fibers was performed in 0.9% sodium chlo-
ride solution buffered with 24mM Na2HPO4 and 16 mM
KH,PO, (PBS -solution) of pH=7.0 at 37°C. The bunches of
fibers were cut into pieces of the length 8 cm and were
incubated in 100ml of buffer in plastic vials for 25 weeks.
The buffer was exchanged every week. After every 2 weeks
two bunches were taken, washed three times in UHQ water
(PureLab UHQ, Elga, Germany) and dried in a vacuum oven
at 25°C for 24h. The buffer was exchanged every week.
Mechanical properties of fibers: tensile strength, Young's
modulus and elongation at break on 25 individual fibers from
each experimental group were measured at room tempera-
ture by universal testing machine Zwick 1435 at crosshead
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temperaturze 25°C. Roztwér buforowy wymieniano co ty-
dzien.

Wiasciwosci mechaniczne: wytrzymato$¢ na rozcigganie,
modut Younga i odksztatcenie przy zerwaniu pojedynczych
wiokien wyciggnietych z peczka badano za pomocg uni-
wersalnej maszyny wytrzymato$ciowej Zwick 1435 stosu-
jac szybkos¢ rozciggania 50 mm/min i wykonujac pomiary
dla 25 widkien z kazdej serii pomiarowej. Dlugo$¢ prébki
(wtdkna) byta rowna 25 mm, modut Younga mierzony byt w
zakresie obcigzen od 0.002 N do 0.004 N.

Wyniki i dyskusja

Wiasciwosci kopolimeru i wiékien

” 06 [MPa]

wyjsc / 2 4 6 8 11 13 15
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czas / time [tygodnie / weeks]

RYS. 2. Zaleznos¢ wytrzymatosci na widkien
PGLA od czasu inkubacji w PBS.

FIG. 2. Variation of tensile strength of fibers as a
function of incubation time in PBS.

Analiza '"H NMR wykazata, ze stosunek molowy glikoli-
du do L-laktydu w kopolimerze wynosit 17:83. Badania chro-
matografii zelowej wykazaty, ze liczbowo srednia masa cza-
steczkowa, Mn, kopolimeru wynosita 85 000 D, a wagowo
Srednia masa czgsteczkowa byta rowna 161 500 D. Licz-
bowo $rednia masa czasteczkowa tworzywa otrzymanych
widkien byta réwna 63 000 D, a wagowo $rednia masa czg-
steczkowa wynosita 126 000 D. Stwierdzono, ze operacje
zwigzane z procesem formowania wiékien takie jak zesta-
lanie w kapieli (woda-DMF) oraz odptukanie rozpuszczalni-
ka spowodowaty spadek masy czgsteczkowej tworzywa
wiokien o okoto 25%. Jest to zwigzane z degradacjq tancu-
chow kopolimeru prawdopodobnie w wyniku hydrolizy.

odzksztalcenie / strain ¢ [%]

wyjsc/iniial 2 4 13 15

czas /tim? [tygodni8 / weeks] "'

RYS. 4. Zaleznos¢ odksztatcenia do zniszczenia
widkien od czasu inkubacji w PBS.

FIG.4 . Variation of elongation at break of fibers
as a function of incubation time in PBS.
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RYS. 1. Obraz wiékien z PGLA (SEM, 500x).
FIG. 1. Microphotograph of PGLA fibers (SEM,
500x).
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RYS. 3. Zalezno$s¢ modutu Younga widkien od
czasu inkubacji w PBS.

FIG. 3. Variation of Young's modulus of fibers as
a function of incubation time in PBS.

speed of 50 mm/min. The length of the specimen was 25
mm. The Young's modulus was estimated in the range of
loading between 0.002 N and 0.004 N.

Results and discussion

Properties of copolymer and fibers

A molar ratio of glycolide to L-lactide in the copolymer
PGLA was 17:83, as determined 'H NMR. Gel permeation
chromatography showed that number average molecular
mass, Mn, of copolymer was 85 000 D, and weight average
molecular mass, Mw, was 161 500 D. The number average
molecular mass, Mn, of fibers was 63 000 D, and weight
average molecular mass, Mw, was 126 000 D. It has been
found that the operations connected with the fiber forma-
tion process such as solidification in a water-DMF bath and
solvent washing out caused the molecular weight of poly-
mer to decrease by about 25%. This seems to be due to the
degradation of copolymer chains by hydrolysis.
FIG.1. shows microstructure of PGLA fibers obtained by
scanning electron microscope (SEM). The surface of fibers
is smooth, and the diameter of fibers is about 30 ym. The
diameter of fibres measured by the optical microscope is
also 301 mm. The initial fibers are characterized by ten-
sile strength of 23.5+2.2 MPa, Young's modulus of 1.4 +
0.1 GPa and elongation at break of 8.5+2.2 %.
The fibres have quite weak mechanical properties, what
makes them not suitable for reinforcing of the composites
and preparation of load-bearing implants. However, poor
mechanical properties do not exclude such fibres to be uti-
lized as scaffolds for tissue engineering, where the most
important criteria are biocompatibility, proper microstructure
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kien jest gtadka, a ich $rednica wynosi koto 30 um. Sredni-
ca wiokien mierzona za pomoca mikroskopu optycznego
wynosita rowniez 301 pm. Widkna wyjSciowe miaty wy-
trzymato$¢ na rozcigganie rowng 23.5+2.2 MPa, modut
Younga réowny 1.4+0.1 GPa i odksztatcenie zniszczenia
rowne 8.5+2.2 %.

Wibékna te majg stabe wiasciwosci mechaniczne, dlatego
nie nadajg sie do wzmacniania kompozytow i wytwarzania
z nich implantéw przenoszacych duze obcigzenia. Jednak-
ze stabe witasciwosci mechaniczne nie wykluczajg zasto-
sowania tych wtokien jako podtozy dla inzynierii tkankowe;j,
gdzie najwazniejsze sg takie parametry jak biozgodnosc,
odpowiednia mikrostruktura i czas degradaciji.

Badania degradacji

RYS.2,3 i 4 przedstawiajg zalezno$ci wytrzymato$ci na roz-
cigganie, modutu Younga i odksztatcenia przy zniszczeniu
wiokien w funkgji czasu inkubacji w PBS. Witokna przetrzy-
mywano w PBS przez 25 tygodni, ale juz po inkubacji przez
15 tygodni wtdkna stawaty sie do tego stopnia stabe i kru-
che, ze nie byto mozliwe przeprowadzenie badan mecha-
nicznych. Wytrzymatos¢ na rozcigganie i odksztatcenie
zniszczenia spadaty w funkgji czasu inkubacji w PBS, pod-
czas gdy modut Younga nie ulegat wyraznym zmianom. W
funkcji czasu inkubacji w PBS witokna stawaty sie stabe i
kruche ale nie zmieniata sig ich Srednica. To sugeruje, ze
tworzywo widkien ulegato degradacji w masie w wyniku re-
akcji hydrolizy.

Whioski

1. Zastosowanie metody formowania z roztworu na mokro
przy uzyciu jako rozpuszczalnika DMF umozliwia uzyska-
nie wiokien z kopolimeru glikolidu z L-laktydem. Z etapami
procesu formowania wtokien (zestalanie, usuwanie rozpusz-
czalnika) zwigzane jest obnizenie masy czgsteczkowej two-
rzywa widkien do okoto 75% wartosci poczatkowej kopoli-
meru po syntezie.

2. Inkubacja w czasie 15 tygodni w PBS powoduje utrate
wiadciwosci wytrzymatosciowych z zachowaniem postaci
widkien przez 25 tygodni.
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and adequate degradation profile.

Degradation study

FIGs.2, 3 and 4 present variations of tensile strength,
Young's modulus and elongation at break of fibers as a func-
tion of incubation time in PBS. The fibres were incubated in
PBS for 25 weeks, but after immersion time longer that 15
weeks, the fibres were so fragile, that it was impossible to
perform mechanical tests. Tensile strength and elongation
at break of fibers decrease during incubation in PBS, while
Young's modulus remains constant. During incubation in
PBS the fibres become weak and fragile but their diameter
do not change. It suggest that the fibres degrade through
hydrolysis in bulk.

Conclusions

1. The use of the wet process of fiber forming from solution
using DMF as solvent makes it possible to obtain fibers from
the copolymer of glycolide and L-lactide. The stages of fiber
forming such as solidification and solvent removal bring
about a decrease in the molecular weight of the fiber-form-
ing polymer to about 75% of the initial value of the polymer
after its synthesis.

2. The incubation for a period of 15 weeks in PBS results in
the loss of mechanical properties, while the fibers maintain
their form for 25 weeks.
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