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fications have been shown in PHOTOS  1-4 and FIG.1.
As can be seen in photos  1-4 both types of cells adhere to
PSU and PSUN surfaces. With this method it is difficult to
observe any differences in cell behaviour relative to the ref-
erence sample, polystyrene coat in this case.
Osteoblast proliferation on PSUN is significantly lower than
that of PSU (significance level 0,05), while the proliferation
of fibroblasts does not change.
The value of the produced collagen I together with the val-
ues calculated with proliferation taken into account have
been shown in FIG.2. Both types of cells evidently produce
less collagen on PSUN than on PSU surfaces.
The behaviour of S.E. bacteria on PSU and PSUN has been
shown in photos 7-10. Bacteria strain 35547 produce an
organised biofilm on the PSU surface after 24 hours, while
on the PSUN surface only individual bacteria are observed.

Conclusions

Modification of PSU foil exposed to 5hr UV radiation
changes the character of surface from hydrophobic into
hydrophilic, which impedes collagen synthesis by fibroblasts
and osteoblasts, causes slightly lower proliferation of
osteoblasts and complete loss of ability to form the biofilm
by Staphylococcus epidermidis bacteria.
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Introduction

Preparation of scaffolds for tissue regeneration requires
better understanding of chemical and physical processes
proceeded in the materials. One of the most important as-
pects of the production of designed resins is sterilization

promieniowania UV z hydrofobowej na hydrofilow¹.
Reakcje osteoblastów  i fibroblastów na tak¹ modyfikacje
przedstawiono na  FOT.1-4 i RYS.1
Jak widaæ na FOT.1-4 oba rodzaje komórek adheruj¹ do
powierzchni PSU i PSUN i przy pomocy tej metody trudno
stwierdziæ jakiekolwiek ró¿nice w zachowaniu komórek.
¯ywotno�æ osteoblastów na PSUN jest istotnie obni¿ona w
stosunku do PSU (poziom istotno�ci 0,05), natomiast fibro-
blasty nie reaguj¹ zmian¹ ¿ywotno�ci na tak¹ modyfikacjê.
Warto�ci wyprodukowanego kolagenu typu I wraz z warto-
�ciami obliczonymi po uwzglêdnieniu ¿ywotno�ci przedsta-
wiono naRYS.2 Jak widaæ oba typy komórek produkuj¹
mniej kolagenu na PSUN w porównaniu z PSU
Zachowanie bakterii S.E na PSU i PSUN przedstawiono na
FOT.5-7. Bakterie szczepu 35547 wytwarzaj¹ po 24 godz.
na powierzchni PSU zorganizowan¹ strukturê biofilmu, na-
tomiast na powierzchni PSUN obserwuje siê tylko pojedyn-
cze bakterie.

Wnioski

Modyfikacja folii z PSU poprzez 5 godzinne na�wietla-
nie promieniowaniem UV zmienia charakter powierzchni z
hydrofobowej na hydrofilow¹, co poci¹ga za sob¹ zahamo-
wanie syntezy kolagenu przez fibroblasty i osteoblasty, nie-
znaczne obni¿enie ¿ywotno�ci osteoblastów i ca³kowit¹ utra-
tê zdolno�ci tworzenia biofilmu przez bakterie Staphylococ-
cus epidermidis.
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Wstêp

Opracowanie rusztowañ stosowanych podczas regene-
racji tkanek wymaga pe³nego zrozumienia  procesów che-
micznych i fizycznych zachodz¹cych w materiale, z które-
go zosta³y wykonane. Jednym z wa¿niejszych aspektów
tworzenia takich kompozycji jest wybór metody sterylizacji
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necessarily to eliminate bioburdens not only from the sur-
face but from the scaffold inside as well. The most appro-
priate seems to be application of ionising radiation that,
penetrating whole volume of material after a dose of 25 kGy,
efficiently limits level of microorganisms.  However such
treatment induces many undesired and desired reactions
that lead either to degradation or crosslinking of macromol-
ecules (respectively). Crosslinking transforms a linear poly-
mer into a three-dimensional molecule, resulting in lower
solubility in organic solvents and improvement of mechani-
cal properties. On the other hand, the decrease in molecu-
lar weight is a consequence of degradation and leads to
worsening of polymer properties.
Elastomeric polyurethanes are known to be radiation sta-
ble materials in sterilizing dose range [1,2]. Nevertheless, if
additional components appear in the system, e.g. segments
of polyesters, then the influence of irradiation is unpredict-
able. Thus, we have studied free radicals generated by ion-
izing radiation in copolymers synthesized from bis-(4-
isocyanatocyclohexyl), poly(e-caprolactane)diol and ethyl-
ene glycol using for their detection EPR method. The co-
polymers consist of urethane hard units and ester hydrophilic
soft segments. In order to identify paramagnetic primary
and secondary intermediates the constituents were exam-
ined and their spectra were compared to the experimental
signals of the resulting resin.

Materials and methods

The polyurethane based materials were prepared from
bis-(4-isocyanatocyclohexyl) (HMDI), poly(e-
caprolactane)diol (PCL) and ethylene glycol (EG) used as
a chain-extending agent. The resulting elastomers contain
the components of the following molar ratios
HMDI:PCL:EG=4:1:3 for P413 and 2:1:1 for P211. PCL
oligomers have various molecular weights - 1250 in P413
and 530 in P211.
Irradiated at liquid nitrogen samples were inserted into dewar
and measured using EPR spectrometer ESP 300 with rec-
tangular cavity TE102. The number of accumulations and

amplification was always adjusted according to the inten-
sity of the signal. Relative radical concentrations and analy-
sis of the experimental spectra were performed by com-
parison of the spectral areas obtained by double integra-
tion using the program Apollo. Decay of radicals was moni-
tored upon annealing to temperatures indicated in the fig-
ures. The contact angle was measured with a tensiometer
K100C, Krüss.

Results

The measurements were carried out under cryogenic con-
ditions since the radicals generated at ambient tempera-
ture were unstable and decay fast to diamagnetic species.
Spectra recorded at 77K indicate that in both studied mate-
rials at least part of radicals is identical (FIG.1). The domi-
nant component of spectrum measured at 77K is an unre-
solved triplet that lines are separated by approximately 1.15
mT. P211 radicals oxidise faster forming peroxyl radicals
just above 160K whereas in P413 such product appears
already at 190K. They can be detected to 280K together
with radical that appears in the same range of tempera-
tures and exhibits a wide signal of low intensity.

zastosowanej do usuniêcia ska¿enia mikrobiologicznego.
Najbardziej odpowiednie do tego celu wydaje siê zastoso-
wanie promieniowania  jonizuj¹cego, które penetruje nie
tylko powierzchniê polimeru, ale równie¿ ca³¹ objêto�æ na-
promieniowanego obiektu. Ju¿ dawka 25 kGy skutecznie
eliminuje poziom zawartych zanieczyszczeñ mikroorgani-
zmów. Jednak proces ten inicjuje równie¿ inne zmiany,
po¿¹dane i niepo¿¹dane,  w napromieniowanym materiale
prowadz¹ce odpowiednio albo do jego usieciowania lub
degradacji. Sieciowanie zmienia liniowy polimer w trójwy-
miarow¹ cz¹steczkê, co powoduje zmniejszenie rozpusz-
czalno�ci w rozpuszczalnikach organicznych, a tak¿e po-
prawê w³a�ciwo�ci mechanicznych. Natomiast w wyniku
procesu degradacji  ciê¿ar cz¹steczkowy maleje, a w³a�ci-
wo�ci materia³u  ulegaj¹ pogorszeniu.
Elastomery poliuretanowe w zakresie dawek sterylizacyj-
nych s¹ materia³ami odpornymi radiacyjnie [1,2]. Jednak-
¿e, je�li w uk³adzie pojawi¹ siê dodatkowe segmenty estro-
we, wtedy wp³yw promieniowania jest trudy do przewidze-
nia. Zatem podjêto metod¹ EPR badanie wolnych rodni-
ków generowanych przez promieniowanie jonizuj¹ce w ko-
polimerze uzyskanym z nastêpuj¹cych komponentów: ali-
fatycznego diizocyjanianu, poli e-kaprolaktonu i glikolu ety-
lenowego. Poddany sterylizacji materia³ sk³ada siê ze sztyw-
nych segmentów zawieraj¹cych grupy uretanowe i miêk-
kich hydrofilowych segmentów z grupami estrowymi. W celu
zidentyfikowania pierwotnych i wtórnych produktów uzyska-
nych kopolimerów ich widma by³y porównywane z sygna³a-
mi EPR surowców.

Materia³y i metody

Poliuretany sporz¹dzono z diizocyjanianu dicykloheksy-
lometanu (HMDI), poli e-kaprolaktonu (PCL) i glikolu etyle-
nowego (EG). W otrzymanych elastomerach sk³adniki wy-
stêpuj¹ w nastêpuj¹cych proporcjach molowych
HMDI:PCL:EG=4:1:3 dla polimeru P413 i 2:1:1 dla polime-
ru P211. �redni ciê¿ar cz¹steczkowy oligomeru PCL wyno-
si³ 1250 w elastomerze  P413 i 530 w P211.

Napromieniowane w ciek³ym azocie próbki umieszczone w
dewarze palcowym badano metod¹ EPR w spektrometrze
ESP 300 z wnêka prostok¹tn¹ TE 102. Liczba akumulacji i
wzmocnienie by³y dostosowywane ka¿dorazowo do inten-
sywno�ci sygna³u. Wzglêdne stê¿enie i analiza widm eks-
perymentalnych by³a przeprowadzona za pomoc¹ progra-
mu Apollo poprzez porównanie drugich pochodnych widm.
Zanik rodników by³ monitorowany po ogrzaniu próbek do
temperatur wskazanych na rysunkach. Pomiarów k¹ta zwil-
¿ania dokonano przy u¿yciu tensjometru firmy Krüss.

Wyniki

Badania by³y przeprowadzone w warunkach kriogenicz-
nych, gdy¿ rodniki w temperaturze otoczenia okaza³y siê
nietrwa³e i szybko zanika³y tworz¹c produkty diamagnetycz-
ne. Widma otrzymane w 77K wskazuj¹, ¿e w obu bada-
nych materia³ach co najmniej czê�æ rodników jest taka sama.
Pocz¹tkowo dominuj¹cym sk³adnikiem widm jest s³abo roz-
dzielony triplet, którego linie dzieli 1.15 mT. Rodniki P211
szybciej ulegaj¹ utlenieniu tworz¹c rodnik nadtlenkowy ju¿
powy¿ej 160K, podczas gdy w P413 produkt ten pojawia
siê dopiero w 190K. Zanika on do 280K, równolegle z pro-
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 Above 130K the decay of radicals proceeds proportionally
to annealing temperature suggesting gradual recombina-
tion of the paramagnetic products to diamagnetic ones. The
experimental spectra consist of overlapping absorption of
many radicals which is typical for copolymers. Additional
studies were necessary to identify unambiguously the indi-
vidual radicals and the constitutional units of copolymer that
are responsible for the localisation of unpaired spin. We
found that the three lines of high intensity observed in the
spectra of copolymers belong to the poly(e-caprolactane)
segment what indicates that upon irradiation the effects are
not additive and the most sensitive seems to be ester moi-
eties. The unpaired electron is not transferred towards other
units because wide signal distinctly observed at the highest
temperatures (except characteristic asymmetric structure
of the peroxy radical) corresponds to caprolactane moiety.
Taking into account weight ratios HMDI:PCL:EG in the co-
polymers, which are equal 46:47:7 for P413 and 43:50:7
for P211,  the comparable participation of urethane and ester
radical might be expected. However the content of urethane
radicals is low and does not exceed 10%. Its spectrum in
form of two lines separated by 2.20 mT represents prob-
ably  -CHo- radical and spin is located at carbon linking two
hexyl groups [3].
 Upon analysis of the spectra obtained for the resulting ma-
terials and their constituents we have concluded that peroxyl
radical detected in copolymers is formed predominantly af-
ter oxidation of dihexylmethyl radical, whereas PLC radi-
cals are much more resistant towards oxidation.
The                     species are the precursors of polar functional
groups that determine surface properties and influence on
the contact angle. However the average value of the pa-
rameter measured for water increases upon irradiation from
85 deg to 95 deg. Therefore radiation sterilization probably
destroys polar groups occurring in the materials what slightly
weaken cell adhesion on their surface.

Conclusion

Induced by gamma-irradiation damages in two urethane
based materials have been investigated by EPR
spectroscopy. Results confirmed that the urethane segments
are resistant towards ionising irradiation and the presence
of ester units facilitates generation of free radicals. It was
also found that in PCL segments ionising radiation induces

duktem powstaj¹cym w przedziale temperatur 160-200 K i
wykazuj¹cym szeroki sygna³ o ma³ej intensywno�ci.
Powy¿ej 130K zanik wszystkich rodników zachodzi propor-
cjonalnie do wzrostu temperatury, co wskazuje na stopnio-
w¹ rekombinacjê produktów paramagnetycznych do diama-
gnetycznych. Widma do�wiadczalne sk³adaj¹ siê z super-
pozycji absorpcji wielu rodników, co w przypadku kopoli-
merów jest efektem oczekiwanym. Aby jednoznacznie zi-
dentyfikowaæ poszczególne rodniki i mery odpowiedzialne
za lokalizacjê spinu przeprowadzono dodatkowe badania
surowców. Stwierdzono, ¿e trzy linie o du¿ej intensywno�ci
wystêpuj¹ce w kopolimerach nale¿¹ do segmentów kapro-
laktonu, co wskazuje, ¿e procesy indukowane promienio-
waniem jonizuj¹cym nie zachodz¹ addytywnie, a estry s¹
sk³adnikami kopolimeru najbardziej wra¿liwymi na promie-
niowanie. Niesparowane elektrony nie s¹ przenoszone po-
miêdzy segmentami, poniewa¿ szeroki sygna³ wyra�nie
obserwowany w wysokich temperaturach (poza asymetrycz-
nym widmem rodnika nadtlenkowego) równie¿ odpowiada
cz¹steczce kaprolaktonu. Bior¹c pod uwagê wagowy sto-
sunek komponentów HMDI:PCL:EG, który dla P413 wyno-
si  47:47:7, a dla P211 43:50:7, mo¿na oczekiwaæ porów-
nywalnych udzia³ów rodników uretanowych i estrowych.
Jednak stê¿enie rodników uretanowych nie przekracza 10%.
Ich widmo w postaci dwóch linii odleg³ych o 2,20 mT �wiad-
czy prawdopodobnie o obecno�ci rodnika -CH.o- usytuowa-
nego pomiêdzy dwoma grupami cykloheksylu [3].
  Analiza widm badanych materia³ów i ich surowców wska-
zuje, ¿e rodnik nadtlenkowy wystêpuj¹cy w kopolimerach
tworzy siê g³ównie w wyniku utleniania rodnika dimetylo-
heksylowego, podczas gdy rodniki PCL s¹ bardziej odpor-
ne na utlenianie. Rodniki                s¹ prekursorami grup
polarnych i determinuj¹ w³a�ciwo�ci powierzchniowe, w tym
k¹t zwil¿ania. Jednak jego �rednia warto�æ dla wody ro�nie
po napromieniowaniu z 85 deg do 95 deg. Dlatego wydaje
siê, ¿e sterylizacja radiacyjna wp³ywa równocze�nie na de-
gradacjê wystêpuj¹cych w materia³ach grup polarnych, co
mo¿e prowadziæ do pogorszenia adhezji komórek  na po-
wierzchni kopolimerów.
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RYS. 1. Widna EPR napromieniowanego
kopolimeru poliuretanu (A) P211 i (B) P413
zmierzone w 77K i po ogrzaniu do wskazanych
temperatur.
FIG. 1. EPR spectra of irradiated polyurethane
based materials (A) P413 and (B) P211 detected
at 77K and following annealing to indicated
temperatures.
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RYS. 2. Widma EPR (A) diizocyjanianu, (B) polie-
kaprolaktonu diolu i (C) glikolu etylenu.
FIG. 2. EPR spectra of (A) bis-(4-
isocyanatocyclohexyl) (HMDI), (B) poly(e-
caprolactane)diol and (C) ethylene glycol.
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significant amount of radicals that can introduce crosslinking
into these molecules and reduce ability to biodegradation.
The increase in water contact angle suggests that the sur-
face of the irradiated materials become more hydrophobic.
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Introduction

Gamma and electron-beam radiation is the most com-
mon method of sterilization of polymer materials for bio-
medical applications. High-energy of radiation can have a
significant influence on properties of sterilized materials. Two
basic processes occurring under radiation are: macromol-
ecules chain breaking and physical and mechanical cross-
linking. As a result it leads to significant changes of chemi-
cal and physical properties including: molecular weight, func-
tionality, tensile strength, hardness, chemical and thermal
resistance [1]. Types of changes occurring in polymer de-
pend mainly on chemical structure of polymer.
The main process occurring in polyurethane (PUR) under
the radiation is the degradation leading to decrease of elon-
gation and tensile strength. Polyurethane resistance for ra-
diation depends on the number of aromatic rings and the
concentration of ester groups in macromolecule [2]. Shintani
et al. [3] reported that polyurethanes chain- extended with
1,4-butanediol mainly degrade under sterilization what lead
to loss of molecular weight and as a result decrease of stress
breaking. The degree of crystallinity  decreases as well.
Gorna et al. [4] investigated influence of standard dose
(25kGy) of gamma radiation for biomaterial sterilization, on
biodegradable polyurethane with various ratio of hydrophilic-
to-hydrophobic segments. It showed that changes in mo-
lecular weight, tensile strength and thermal properties
caused by radiation depend on polyurethane chemical struc-
ture.

Wnioski

Indukowane promieniowaniem jonizuj¹cym zmiany w
materia³ach syntetyzowanych na bazie poliuretanu badano
metod¹ spektroskopii EPR. Wyniki wskazuj¹ na wysok¹
odporno�æ radiacyjn¹ segmentów uretanowych i wzrost
ca³kowitego stê¿enia rodników w obecno�ci estrów. Stwier-
dzono, ¿e w PCL promieniowanie jonizuj¹ce prowadzi do
powstania rodników, dziêki którym materia³ mo¿e ulegaæ
sieciowaniu powoduj¹c jego mniejsz¹ biodegradowalno�æ.
Zwiêkszenie k¹ta zwil¿ania wskazuje, ¿e materia³y staj¹ siê
bardziej hydrofobowe, co nie sprzyja adhezji komórek.
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Wprowadzenie

Radiacja promieniami gamma lub przyspieszonymi elek-
tronami jest najczê�ciej stosowanym procesem sterylizacji
materia³ów polimerowych do zastosowañ biomedycznych.
Wysoka energia promieniowania mo¿e mieæ znacz¹cy
wp³yw na w³a�ciwo�ci sterylizowanych materia³ów. Dwa
podstawowe procesy zachodz¹ce w polimerach pod wp³y-
wem radiacji to rozrywanie ³añcuchów makrocz¹steczek
oraz tworzenie fizycznych i chemicznych wi¹zañ sieciuj¹-
cych. W rezultacie prowadzi to do istotnych zmian w³a�ci-
wo�ci chemicznych i fizycznych takich jak: zmiana ciê¿aru
cz¹steczkowego, funkcyjno�ci wi¹zañ, wytrzyma³o�ci, twar-
do�ci, odporno�ci termicznej i chemicznej [1]. Rodzaj zmian
zachodz¹cych w polimerze bêdzie przede wszystkim za-
le¿ny od budowy chemicznej polimeru.
G³ównym procesem zachodz¹cym w poliuretanach (PUR)
pod wp³ywem radiacji jest degradacja prowadz¹ca do
zmniejszenia wytrzyma³o�ci i wyd³u¿enia. Odporno�æ poli-
uretanów na promieniowanie zale¿y od liczby pier�cieni
aromatycznych i koncentracji grup estrowych w makrocz¹-
steczce [2]. W pracy Shintani [3] stwierdzono, ¿e w poliure-
tanach wyd³u¿anych butanodiolem pod wp³ywem steryliza-
cji radiacyjnej zachodzi przede wszystkim proces degrada-
cji prowadz¹cy do zmniejszenia ciê¿aru cz¹steczkowego a
w rezultacie  wytrzyma³o�ci na rozci¹ganie. Spada równie¿
stopieñ krystaliczno�ci. W pracy Gorna et al. [4] zbadano
wp³yw standardowej dawki promieniowania (25 kGy) sto-
sowanej do sterylizacji biomateria³ów, na biodegradowalne
poliuretany o ró¿nym stosunku segmentów hydrofilowych
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