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Introduction

In the manufacturing process of porous polymeric struc-
tures for biomedical applications based on poly(e-
caprolactone) - PCL, the use of ionizing radiation is consid-
ered for sterilization. As described in the preceding paper,
irradiation of PCL causes changes in molecular structure of
this polymer due to the reactions of radiation-generated free
radicals. It is expected that in solid PCL not all radicals de-
cay immediately after the irradiation is terminated. Some
part of radicals may be trapped in crystalline regions of the
polymer and decay (react) very slowly, in hours or even
days after irradiation. Because of that, molecular structure
and some properties of the product may undergo changes
at a similar time scale ("post-effect"). Therefore, the prop-
erties of PCL stored for a long time after irradiation may be
different from the properties observed just after radiation
processing. Radiation-induced post-effect in PCL has not
yet been described, despite the fact that such phenomena
are known in other polymers, e.g. polypropylene [1,2].
The aim of this work was to prove the existence of radia-
tion-induced post-effect in solid PCL, to confirm that this
effect is caused, at least in part, by the existence of trapped
(long-lived) polymer radicals and to conduct preliminary bio-
logical tests on the influence of post-effect on the
biocompatibility of irradiated PCL.

Materials and methods

Poly(e-caprolactone) (Aldrich, nominal Mw=80 kDa), was
purified by precipitation with water from acetone solution.
Samples were subjected to ionizing radiation at R.T. in the
presence of air, unless stated otherwise. Intrinsic viscosities
of PCL in tetrahydrofurane were determined at 25.0 oC with
an Ubbelohde viscometer (AVS-310, Schott Geräte). Vital-
ity of human osteoblasts was tested in contact with PCL
stored (at R.T. in the presence of air) for various periods of
time after irradiation. The cells were cultured for 7 days and
the vitality was determined by XTT test. Data on the decay
of transient products formed by the radiolysis of molten PCL
were obtained by pulse radiolysis with spectrophotometric
detection [3].
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Wstêp

W procesie wytwarzania porowatych struktur z poli(e-
kaprolaktonu) - PCL - przeznaczonych do zastosowañ bio-
medycznych, rozwa¿a siê wykorzystanie sterylizacji radia-
cyjnej. Napromienianie PCL powoduje opisane w poprzed-
nim artykule zmiany struktury cz¹steczkowej polimeru wsku-
tek reakcji wolnych rodników generowanych pod wp³ywem
promieniowania. Je�li napromienimy w celu sterylizacji
materia³ zawieraj¹cy sta³y PCL, mo¿na oczekiwaæ, ¿e nie
wszystkie wygenerowane rodniki zanikn¹ bezpo�rednio po
napromienieniu. Czê�æ z nich mo¿e byæ pu³apkowana w
obszarach krystalicznych polimeru i zanikaæ (reagowaæ)
bardzo powoli, w czasie wielu godzin, a nawet wielu dni po
napromienieniu. Wskutek tego zjawiska struktura cz¹stecz-
kowa i pewne w³a�ciwo�ci napromienionego produktu mog¹
ulegaæ zmianom w podobnej skali czasowej (tzw. efekt na-
stêpczy), a zatem w³a�ciwo�ci materia³u przechowywane-
go przez d³u¿szy czas po sterylizacji mog¹ siê ró¿niæ od
w³a�ciwo�ci wykazywanych bezpo�rednio po napromienie-
niu. Efekty nastêpcze towarzysz¹ce napromienieniu PCL
nie by³y dotychczas opisane, mimo ¿e analogiczne zjawi-
ska s¹ znane dla innych polimerów, na przyk³ad dla poli-
propylenu [1,2].
Celem pracy by³o wykazanie istnienia efektu nastêpczego
w PCL po napromienieniu w temperaturze pokojowej, po-
twierdzenie, ¿e efekt ten jest zwi¹zany z istnieniem pu³ap-
kowanych (d³ugo ¿yj¹cych) rodników i przeprowadzenie
wstêpnych testów biologicznych maj¹cych wykazaæ, czy
efekt nastêpczy powoduje wyra�ne zmiany biozgodno�ci
materia³u.

Materia³ i metody

Poli(e-kaprolakton) (Aldrich, nominalny Mw=80 kDa),
oczyszczano poprzez wytr¹cenie wod¹ z roztworu w ace-
tonie. Próbki poddawano dzia³aniu promieniowania jonizu-
j¹cego z dostêpem powietrza. Lepko�ci istotne roztworów
PCL w tetrahydrofuranie oznaczano w 25,0 oC za pomoc¹
wiskozymetru Ubbelohde'a (AVS-310, Schott Geräte). Ba-
dano ¿ywotno�æ ludzkich osteoblastów w kontakcie z PCL
o ró¿nym okresie przechowywania (w temperaturze poko-
jowej z dostêpem powietrza) po napromienieniu. Komórki
hodowano przez 7 dni, a ich prze¿ywalno�æ badano za po-
moc¹ testu XTT. Dane dotycz¹ce szybko�ci zaniku przej-
�ciowych produktów radiolizy PCL w stanie stopionym otrzy-
mano metod¹ radiolizy impulsowej z detekcj¹ spektrofoto-
metryczn¹ [3].
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Results

If PCL is irradiated in the molten state, reactions of the
transient radiolysis products are very fast (their half-life is in
the order of a few microseconds, FIG.1) and after a short
time the system attains the final, stable state.
If, however, the same polymer is irradiated in the solid state,
the decay of some of the radicals is very slow, and proper-
ties of PCL change in the course of time after sterilization.
FIG.2 illustrates the changes in intrinsic viscosity of PCL
solutions in tetrahydrofurane, as a function of sample stor-
age time after irradiation. The samples were irradiated and
stored in the solid state at R.T. in the presence of air, and
the solutions were prepared directly before analysis. Intrin-
sic viscosity is a function of the average molecular weight.
Results of osteoblast vitality tests in contact with PCL stored
for various period of time after irradiation are presented in
FIG.3.

Discussion

The average molecular weight of PCL undergoes signifi-
cant changes within 14 days after irradiation. Initially an in-
crease and subsequently a decrease in molecular weight is
observed. This is probably due to the initial domination of
cross-linking reactions and, at a longer time-scale, to the
prevalence of chain scission processes (it should be noted
that in solid, non-irradiated PCL no significant change in
solution viscosity is observed within 14 days of storage).
Preliminary EPR measurements indicate that in fact radi-
cals can be observed in solid PCL after irradiation at R.T.
Their concentration is reduced by ca. 20% in 2 hours after
irradiation by a dose of 28 kGy. These results indicate that
the post-effect observed in irradiated PCL is, at least in part,

Wyniki

Je�li PCL jest napromieniony w stanie stopionym, reakcje
produktów przej�ciowych radiolizy s¹ szybkie (czas po³ów-
kowy ich zaniku jest rzêdu kilku mikrosekund, RYS.1), i po
krótkim czasie uk³ad osi¹ga stabilny stan koñcowy.
 Je�li jednak PCL jest napromieniony w stanie sta³ym, za-
nik wolnych rodników jest bardzo powolny i obserwuje siê
zmiany w³a�ciwo�ci materia³u przechowywanego przez
d³u¿szy czas po sterylizacji.
RYS.2 ilustruje zmiany lepko�ci istotnej roztworów PCL w
tetrahydrofuranie, w funkcji czasu przechowywania próbek
po napromienieniu. Próbki by³y napromienianie i przecho-
wywane z dostêpem powietrza w stanie sta³ym w tempera-
turze pokojowej, a roztwory do pomiarów wiskozymetrycz-
nych by³y wykonywane bezpo�rednio przez wykonaniem
analizy. Lepko�æ istotna jest funkcj¹ �redniego ciê¿aru cz¹-
steczkowego.
 Na RYS.3 przedstawiono wyniki badañ ¿ywotno�ci oste-
oblastów w kontakcie z PCL, dla próbek przechowywanych
przez ró¿ny czas po napromienieniu.

Dyskusja

Ciê¿ar cz¹steczkowy PCL po napromienieniu ulega istot-
nym zmianom w ci¹gu 14 dni od napromienienia - pocz¹t-
kowo obserwuje siê wzrost, a nastêpnie spadek warto�ci
tego parametru, co mo¿e wskazywaæ na pocz¹tkow¹ do-
minacjê reakcji sieciowania, a nastêpnie degradacji (nale-
¿y zaznaczyæ, ¿e przy przechowywaniu sta³ego, nie napro-
mienionego PCL przez 14 dni nie obserwuje siê zmian lep-
ko�ci roztworów). Wstêpne pomiary wykonane metod¹ EPR
wykaza³y, ¿e istotnie po napromienieniu w temperaturze
pokojowej w PCL obserwuje siê wolne rodniki. Po 2 godzi-
nach od napromienienia dawk¹ 28 kGy ich stê¿enie zmniej-
sza siê o oko³o 20%. Otrzymane wyniki wskazuj¹, ¿e mo¿-
na istotnie wi¹zaæ wystêpowanie efektu nastêpczego w PCL
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RYS. 1. Kinetyka zaniku przej�ciowych produktów
radiolizy PCL po impulsowym napromienieniu
dawk¹ 50 Gy odtlenionego, stopionego polimeru
w temperaturze 60oC. Absorbancja przy l=295 nm
w funkcji czasu.
FIG. 1. Decay kinetics of transient reactive species
after pulse-irradiation of deoxygenated, molten
PCL at 60oC with a dose of 50 Gy. Absorbance at
l=295 nm as a function of time after pulse.
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RYS. 2. Zale¿no�æ
lepko�ci istotnej roz-
tworów PCL w
tetrahydrofuranie w
temperaturze 25,0°C od
czasu przechowywania
próbek polimeru po
napromienieniu. Próbki
napromieniano i prze-
chowywano w stanie
sta³ym w temperaturze
pokojowej, z dostêpem
powietrza. Dawka 15
kGy.
FIG. 2. Intrinsic visco-
sity of PCL in
tetrahydrofurane at
25.0°C as a function of
sample storage time
after irradiation (dose 15
kGy). Samples were
irradiated and stored in
the solid state, at R.T., in
the presence of air.

RYS. 3. ¯ywotno�æ
osteoblastów w
kontakcie z PCL o
ró¿nym czasie
przechowywania
po napromienieniu,
oceniana za
pomoc¹ testu XTT
w z g l ê d e m
w z o r c o w e j
p o w i e r z c h n i
p o l i s t y r e n o w e j
(TCPS).
FIG. 3. Vitality of
osteoblasts in
contact with PCL
stored for various
period of time after
i r r a d i a t i o n ,
determined by XTT
test in relation to a
s t a n d a r d
p o l y s t y r e n e
surface (TCPS).
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related to the existence of trapped, relatively stable radi-
cals. At the current stage of studies it is not possible, how-
ever, to exclude the presence of other mechanisms caus-
ing slow degradation of PCL after irradiation, e.g. decom-
position of hydroperoxides.
From the practical point of view, it is very important to know
whether the post-effect accompanying radiation steriliza-
tion of PCL-based biomaterials has a pronounced influence
on their biocompatibility. We have performed preliminary
tests on human osteoblasts isolated from bone fragments,
cultivated in contact with radiation-sterilized PCL, while the
period between sterilization and start of the culture was
varied from 10 to 79 days. The obtained results do not indi-
cate any statistically significant difference in vitality of
osteoblasts in contact with PCL of various post-irradiation
storage period, thus there is no indication of any detrimen-
tal influence of post-effect on the PCL biocompatibility. It is
clear that the radiation-induced post-effect is of great im-
portance for the practical possibility of applying radiation
sterilization to PCL-based biomaterials and that the studies
on this phenomenon should be continued.

Conclusions

Irradiation of solid poly(e-caprolatone) is accompanied
by a pronounced post-effect that manifests itself by changes
in average molecular weight in the period of at least 14 days
after radiation treatment. This effect is, at least in part,
caused by trapping of radiation-generated polymer radicals
in crystalline regions of PCL. Preliminary data do not indi-
cate any negative influence of the post-effect on the
biocompatibility of PCL, but there is a need for more de-
tailed studies on this phenomenon before radiation sterili-
zation is applied to PCL-based biomaterials.
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z istnieniem stosunkowo stabilnych wolnych rodników. Na
obecnym etapie badañ nie mo¿na jednak wykluczyæ rów-
nie¿ innych, dodatkowych mechanizmów powoduj¹cych
degradacjê polimeru w d³ugiej skali czasowej, na przyk³ad
poprzez rozk³ad ugrupowañ nadtlenkowych.
Z praktycznego punktu widzenia jest bardzo istotne, czy
towarzysz¹cy sterylizacji radiacyjnej materia³ów wykona-
nych z PCL efekt nastêpczy wp³ywa w zasadniczy sposób
na ich biozgodno�æ. Przeprowadzili�my wstêpne testy ¿y-
wotno�ci ludzkich osteoblastów wyizolowanych z fragmen-
tów ko�ci, hodowanych w kontakcie ze sterylizowanym ra-
diacyjnie PCL, przy czym okres od sterylizacji do rozpoczê-
cia hodowli (trwaj¹cej zawsze 7 dni) by³ ró¿ny i zawiera³ siê
w przedziale od 10 od 79 dni. Otrzymane wyniki nie wyka-
za³y statystycznie istotnych ró¿nic ¿ywotno�ci komórek po-
zostaj¹cych w kontakcie z PCL o ró¿nym czasie przecho-
wywania po napromienieniu, a zatem nie wykaza³y istotne-
go pogorszenia siê biozgodno�ci PCL wskutek efektu na-
stêpczego. Jest oczywiste, ¿e efekt nastêpczy ma bardzo
istotne znaczenie dla praktycznej mo¿liwo�ci stosowania
sterylizacji radiacyjnej produktów z PCL i badania nad tym
zjawiskiem musz¹ byæ kontynuowane.

Wnioski

Napromienianiu poli(e-kaprolaktonu) w stanie sta³ym to-
warzyszy wyra�ny efekt nastêpczy, przejawiaj¹cy siê w po-
stêpuj¹cych, przez co najmniej 14 dni po napromienieniu,
zmianach ciê¿arów cz¹steczkowych polimeru. Efekt ten jest
przynajmniej czê�ciowo spowodowany pu³apkowaniem
generowanych radiacyjnie rodników polimerowych w obsza-
rach krystalicznych PCL. Wstêpne badania nie wykaza³y
istotnego pogorszenia siê biozgodno�ci PCL wskutek efek-
tu nastêpczego. Jednak w perspektywie stosowania stery-
lizacji radiacyjnej do biomateria³ów zawieraj¹cych PCL wy-
daje siê celowe prowadzenie dalszych badañ nad tym zja-
wiskiem.
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