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Streszczenie

Stosujgc metode przedzenia z roztworu na mokro
otrzymano trzy rodzaje wtékien PGLA réznigcych sie
Srednicq i wiaSciwosciami mechanicznymi. Witdkna
poddano inkubacji w sztucznym ptynie fizjologicznym
(SBF) w celu uzyskania warstwy fosforanu wapnia
na powierzchni wtékien. Oceniono mikrostrukture
wydzielen fosforanowych i wtasciwosci mechaniczne
otrzymanych materiatow. Badania wykazaty, ze ilos¢
i morfologia wydzieler zalezy od czasu przetrzymy-
wania wtékien w roztworze SBF. Po 15 dniach inku-
bacji powierzchnie wszystkich widkien catkowicie byty
pokryte warstwg fosforanu wapnia. Wytrzymatos$¢ na
rozcigganie oraz odksztafcenie zniszczenia wszystkich
widkien spadaty w funkcji czasu inkubacji w SBF, nato-
miast modut Younga widkien ulegat podwyzszeniu.
Inkubacja w buforowanym roztworze soli fizjologicznej
(PBS) nie powodowata zmian witasciwosci mechan-
icznych widkien.

[Inzynieria Biomateriatow, 58-60,(2006),85-89]

Wprowadzenie

Ceramika bioaktywna, do ktérej zaliczamy hydroksyapa-
tyt (HAp) i fosforan tréjwapniowy (TCP), jest czesto wykorzy-
stywana do wypetniania ubytkéw lub naprawy uszkodzonych
kosci. Gtowna cechg ceramiki bioaktywnej jest jej zdolnos$¢
chemicznego wigzania sie z koscig poprzez biologicznie
czynng warstwe apatytu podobnego do wystepujacego w
naturalnych kosciach. Warstwa bioaktywna tworzy sie na
powierzchni ceramiki w naturalnym lub sztucznym srodo-
wisku biologicznym i sktada sie z drobnokrystalicznego
hydroksyapatytu weglanowego o zdefektowanej strukturze
[1-3].

Resorbowalne polimery na przykfad polilaktyd (PLA), poli-
glikolid (PGA) i ich kopolimery (PGLA) sg rowniez uzywane
w medycynie, ze wzgledu na to, ze ulegajg degradacji
hydrolitycznej, a produkty degradacji usuwane sg z orga-
nizmu na drodze metabolicznej [4-7]. Projektowanie i wy-
twarzanie materiatéw dla chirurgii kosci fgczace doskonatg
biozgodnosc¢ hydroksyapatytu i resorbowalnosé poliestréw
alifatycznych wydaje sie by¢ najlepszym rozwigzaniem dla
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Abstract

Three types PGLA fibres differing in diameter and
mechanical properties were manufactured by solution
spinning process. The fibres were incubated in simu-
lated body fluid (SBF) to deposit calcium phosphate
layer on their surface. The microstructure of deposits
and mechanical properties of the materials were
characterized. The results show that the amount and
morphology of deposits depend on incubation time in
SBF. After 15 days of incubation the surface of all fibres
was completely covered with calcium phosphate layer.
Tensile strength and strain of all fibres decreased dur-
ing incubation time in SBF, while Young modulus of
fibres increased. The incubation in phosphate buffered
saline (PBS) did not cause changes in mechanical
properties of fibres.

[Engineering of Biomaterials, 58-60,(2006),85-89]

Introduction

Bioactive ceramic materials, for example hydroxapatite
or tricalciumphosphate, are often used for treatment and
repairing of bone defects, especially in oral and maxillofacial
surgery. The main feature of bioactive ceramics is their ability
to bond chemically to bone through a biologically active layer
of bonelike apatite. This active layer is formed in vivo on
the surface of ceramics, and is composed of small crystal-
lites of carbonate-containing hydroxyapatite with defected
structure [1-3].

Resorbable polymers, e.g. polylactide (PLA), polyglycol-
ide (PGA) and their copolymers (PGLA) are also used in
medicine, because they undergo hydrolytic degradation,
and finally resorption through metabolic pathways [4-7].
Designing and preparation of materials for bone surgery
combining both excellent biocompatibility of hydroxyapatite
and resorbability of aliphatic polyesters seem to be an ef-
fective way to produce medical devices which can mimic
the structure of natural bone.

The aim of this study was to modify the surface of resorb-
able PGLA fibres with a layer of hydroxyapatite, deposited
by biomimetic process from simulated body fluid (SBF) and
to evaluate the microstructure and mechanical properties of
the studied materials.
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produkcji implantéw medycznych, ktére mogg nasladowac
strukture naturalnej kosci.

Celem pracy byta modyfikacja powierzchni resorbowalnych
wiokien PGLA warstwg hydroksyapatytu, otrzymang metodg
biomimetyczng ze sztucznego ptynu fizjologicznego (SBF)
oraz ocena mikrostruktury i wtasciwosci mechanicznych
otrzymanych materiatow.

Materiaty

Kopolimer glikolidu z L-laktydem (Purac, Holandia) zsyn-

tezowano przez koplimeryzacje w stopie w temperaturze
100°C z uzyciem inicjatora acetyloacetonianu cyrkonu
(IV) Zr(acac),, wykorzystujac w celu odgazowania stopu
konwencjonalna linie prézniowa, zgodnie z metoda opisang
poprzednio [8]. Analiza '"H NMR wykazata, ze stosunek
molowy glikolidu do L-laktydu w kopolimerze wynosit 16:84.
Chromatografia zelowa wykazata, ze liczbowo $rednia
masa czasteczkowa, Mn, kopolimeru wynosita 190 000 D,
a wagowa masa czgsteczkowa, Mw, 323 000 D.
Otrzymano trzy rodzaje widkien: widkna NW (o niskiej
wytrzymatosci), widkna HAP (zawierajgce 3% wag. hydrok-
syapatytu) oraz widkna WW (o wysokiej wytrzymatosci).
Proszek hydroksyapatytu otrzymano z kosci zwierzecych
przez ekstrakcje za pomocg gorgcego roztworu NaOH
weditug metody opisanej poprzednio [9].
Wibékna otrzymano metodq formowania z roztworu na
mokro. Roztwér polimeru (11.5-15%) sporzadzono przez
rozpuszczenie PGLA w N,N-dimetyloformamidzie (DMF).
Stosowano przedzarke wielkolaboratoryjng z dyszg prze-
dzalniczg 240-otworowg o srednicy otworkéw 0,08 mm.
Proces zestalania prowadzono w wodnej kapieli zawierajg-
cej rozpuszczalnik 35% w temperaturze 15°C. Do produkcji
widkien NW i HAP proces rozciggu realizowano jednoetapo-
wo (kapiel plastyfikacyjna zawierajgca 35% rozpuszczalnika
w temperaturze 45°C). Do produkcji wiokien WW pierwszy
etap prowadzony byt w kapieli plastyfikacyjnej zawierajacej
25% rozpuszczalnika i temperaturze 35°C, podczas gdy
drugi etap prowadzono w parze wodnej o temperaturze
98°C. Po usunieciu rozpuszczalnika widkna suszono w
temperaturze pokojowe;j.

Metody

Wiasciwosci materiatéw

Obserwacje mikrostruktury wtdkien przeprowadzono za
pomoca skaningowego mikroskopu elektronowego JSM
5400 JEOL przy powiekszeniach 1000 i 2000 razy. Przed
analiza prébki napylono cienka warstwg wegla w celu
nadania im witasciwosci przewodzacych. Przeprowadzono
mikroanalize rentgenowska wydzielen fosforanowych za
pomoca mikroanalizatora rentgenowskiego EDS (Link AN
10 000, Wielka Brytania). Srednica witdkien PGLA byta
mierzona na Lanametrze stosujac okular z podziatkg mi-
krometryczna, jako usrednienie pomiaréw 35 pojedynczych
wiokien.

Badania in vitro

Sztuczny ptyn fizjologiczny (SBF) przygotowano wedtug
przepisu [10], przy czym stezenia poszczegdlnych soli byty
trzykrotnie wieksze niz w naturalnym ptynie zewnatrzko-
moérkowym cztowieka. Roztwér zbuforowano do pH 7.28
tris(hydroksymetylo)aminometanem (TRIS) i kwasem
solnym. Réwnoczesnie prowadzono badania degradac;i
w buforowanym roztworze soli fizjologicznej (PBS) (0,9%
NaCl, 24mM Na,HPO, i 16mM KH,PO,; o pH rownym 7.0
w temperaturze 37°C). Pojedyncze wtdkna przyklejono na
specjalne ramki (jedno wtdkno na jedng ramke) umieszczo-

Materials

Copolymer of glycolide and L-lactide (PGLA) was synthe-
sized by in bulk copolymerization 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 [8]. Amolar ratio of glycolide to
L-lactide in the copolymer PGLA was 16:84, as determined
by '"H NMR. Gel permeation chromatography showed that
number average molecular mass, Mn, of copolymer was
190 000 D, and weight average molecular mass, Mw, was
323 000 D.

Three different fibres were obtained: fibores NW (low tensile
strength), fibres HAP (containing 3 wt% of hydroxyapatite)
and fibres WW (higher tensile strength). Hydroxyapatite
powder was of natural origin produced by extraction with hot
NaOH solution from animal bones, according to the method
described previously [9].

The fibres were spun from the solution by the wet process.
Polymer solutions (11.5-15%) were prepared by dissolving
of PGLA into N,N-dimethyl formamide (DMF). The laboratory
spinning machine with spinneretes containing 240 orifices of
diameter of 0,08 mm was used. The solidification process
was carried out in a bath containing an aqueous solution of
the solvent (35%) at 15°C. To produce NW and HAP fibres
the drawing process was performed in a single stage (plastic
bath containing 35% of the solvent at 45°C). To produce
WW fibres the first stage was performed in a plastic bath
containing 25% of the solvent at 35°C, while the second
stage was performed in water vapour at 98°C. Finally, the
solvent was rinsed off, and the resultant fibres were dried
at room temperature.

Methods

Properties of materials

The microstructure of fibres was studied by JSM 5400
scanning electron microscope (JEOL, Japan) at magnifica-
tion 1000 and 2000 times. Before analysis the samples were
coated with a thin carbon layer in order to make them con-
ductive. X-Ray microanalysis (EDS) of phosphate deposits
of fibres was performed using EDS microanalyser (Link AN
10 000, Great Britain).
The diameter of PGLA fibres was measured by Lanametr
using eyepiece with a micrometer scale and it was obtained
by averaging the diameter of 35 individual fibres.

In vitro study

The simulated body fluid (SBF) was prepared according
to [10], but the concentrations of the salts were three times
higher than those of the human blood plasma. The fluid
was buffered at pH 7.28 with the mixture tris(hydroksyme
thyl)aminomethane (TRIS) and HCI. At the same time the
degradation study of fibres was performed in phosphate
buffered saline (PBS) (0.9% NaCl, 24mM Na,HPO, and
16mM KH,PO,; pH=7.0, 37°C). The individual fibres were
stuck to special frames (one fiber to one frame) and incu-
bated in 100 ml of SBF or PBS in a plastic vials for 15 and
21 days, respectively. The solutions were exchanged every
3 days. After 5,10,15 and 21 days the frames with the fibres
were taken, washed tree times in UHQ water (PureLab
UHQ, Elga, Germany) and dried in a vacuum oven at 25°C
for 24 hours.

Mechanical properties

Mechanical properties of fibres: tensile strength, Young
modulus and elongation at break on 35 individual fibres from
each experimental group were measured at room tempera-



no w pojemnikach z tworzywa sztucznego, zalano 100 ml
roztworu SBF lub PBS i przetrzymywano odpowiednio przez
15 i 21 dni. Roztwory byty wymieniane co 3 dni. Po 5, 10,
151 21 dniach wiékna wyjmowano z ptynéw, ptukano trzy
razy w ultraczystej wodzie i suszono w suszarce prézniowej
w temperaturze 25°C przez 24 godziny.

Wiasciwosci mechaniczne

Wiasciwosci mechaniczne: wytrzymatos¢ na rozcigganie,
modut Younga i odksztatcenie przy zerwaniu 35 pojedyn-
czych widkien kazdej grupy badano w temperaturze poko-
jowej za pomoca uniwersalnej maszyny wytrzymatosciowe;j
Zwick 1435 stosujac szybkos¢ rozciggania 50 mm/min.
Dtugos¢ prébki (wtdkna) byta rowna 25 mm, modut Younga
mierzony byt w zakresie obcigzen od 0.002 N do 0.004 N.

Wyniki i dyskusja

Badania wykazaty, ze srednica wtokien zalezata od meto-

dy otrzymywania. Wiékna zawierajace 3% hydroksyapatytu
(HAP) mialy najwieksza $rednice (29+3.2um). Srednica
widkien NW byta nieco nizsza (27.7+1.9um), podczas gdy
wiokna WW miaty najmniejszg $rednice (16.9+1.4um).
Wiékna WW miaty najwyzszg wytrzymatos¢ 62+4.0 MPa,
modut Younga 1.2+0.1GPa, i odksztatcenie przy zerwaniu
12.610.8%. Wiasciwosci mechaniczne widkien NW i HAP byt
znacznie nizsze [RYS.3-5]. Wyniki wykazuja, ze wtasciwosci
mechaniczne widkien silnie zalezg od parametréw procesu
przedzenia, zwtaszcza procesu rozciggu.
Na RYS.1 przedstawiono obraz z mikroskopu skaningowego
wiékien PGLA po 5,10 i 15 dniach inkubacji w SBF. Po 5
dniach na powierzchni widkien NW oraz WW widoczne byty
pojedyncze, kuliste wydzielenia, ktére tworzyty odizolowane
skupiska, w przeciwienstwie do widkien HAP, ktérych cata
powierzchni byta pokryta wydzieleniami. Po 10 dniach
inkubacji powierzchnie wtokien NW, WW oraz HAP byty
pokryte catkowicie wydzieleniami. Inkubacja w SBF przez
15 dni powodowata dalsze wydzielanie sie hydroksyapatytu
z SBF, co powodowato wzrost $rednicy wiokien [RYS.2].
Mikroanaliza rentgenowska wydzielen wykazata obecnos¢
wapnia, fosforu wegla i tlenu. Stosunek wapnia do fosforu
wahat sie od 1.55 do 1.74, i byt zblizony do stechiometrycz-
nego hydroksyapatytu (1.65)

RYS.3-5 pokazujg wtasciwosci mechaniczne widkien:
wytrzymatos¢ na rozcigganie, modut Younga oraz odksztat-
cenie przy zerwaniu po 5,10 i 15 dniach inkubacji w ptynie
SBF i PBS. Wytrzymato$¢ na rozcigganie wiokien spadata
podczas inkubacji w SBF [Rys.3a], podczas gdy w czasie
inkubacji w PBS praktycznie nie zmieniata sie do 21 dnia
[RYS.3b]. Oznacza to, ze pogorszenie wtasciwos$ci mecha-
nicznych nie byto spowodowane degradacjg hydrolityczna,
tylko powstawaniem wydzieleh hydroksyapatytu na po-
wierzchni wtokien. Po 15 dniach widkna NW stawaty sie do
tego stopnia kruche, ze nie byto mozliwe przeprowadzenie
badan mechanicznych. Modut Younga wszystkich wiokien
zwiekszat sie wraz z czasem inkubacji [Rys.4a]. Wzrost
modutu Younga witokien NW i WW w funkcji czasu inkubacji
w SBF byt stopniowy. Modut Younga widkien HAP wzrést
z 1.1 GPa do 5.6 GPa po 5 dniach i nie zmieniat si¢ przez
caty okres badan. Inkubacja w PBS nie miata wptywu na
modut Younga wszystkich wtokien [Rys.4b]. Odksztatcenie
przy zerwaniu widkien NW i HAP gwattownie spadato juz
po 5 dniach inkubacji w SBF, natomiast dla wtokien WW
prawie nie zmieniato sie do 15 dni [RYS.5a]. Inkubacja
w PBS przez 3 tygodnie nie wptywata na odksztatcenie

widkien [RYS.5b].

ture by universal testing machine Zwick 1435 at crosshead
speed of 50 mm/min. The length of the specimen was 25
mm. The Young modulus was estimated in the range of
loading between 0.002 N and 0.004 N.

Results and discussion

The size of the fibres varied accord-
ing to the method of preparation. The fibres with
3% of hydroxyapatite in bulk (HAP) had the biggest diam-
eter (29+3.2 ym). The diameter of NW fibres was slightly
lower (27.7+1.9 ym), while the WW fibres had the lowest
diameter of 16.9+1.4 ym. The WW fibres had the highest
tensile strength of 62 + 4.0 MPa, Young modulus of 1.2+0.1
GPa and elongation at break of 12.6+0.8%. The mechanical
properties of NW and HAP fibres were significantly lower
[FIG.3-5]. The results show that the mechanical properties
of fibres strongly depend on solution spinning parameters,
especially drawing process.

FIG.1. shows microstructure of PGLA fibres after 5,10 and
15 days of incubation in SBF. After 5 days on the surface
of NW and WW single spherical deposits forming isolated
clusters were seen, while on HAP fibres the whole surface
was covered by deposits. After 10 days of incubation the sur-
face of NW, WW and HAP fibres was covered with deposits
completely. Incubation in SBF for 15 days caused further

RYS.1. Obraz mikrostruktury witékien PGLA po
inkubacji w przez 5, 10 i 15 dni.

FIG.1. SEM microphotographs of PGLA fibres after
incubation in SBF for 5, 10 and 15 days.
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RYS.2. Zmiana srednicy wiékien PGLA w funkcji
czasu inkubacji w SBF.

FIG.2. Diameter changes of PGLA fibres during
incubation in SBF.
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RYS.3. Zaleznos¢ wytrzymatosci widkien PGLA
od czasu inkubacji w: a) SBF, b) PBS.

FIG.3. Variation of tensile strength of PGLA fibres
as a function of incubation time in: a) SBF, b)
PBS.
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RYS.5. Zaleznos¢ odksztalcenia przy zniszczeniu
widékien PGLA od czasu inkubacji w: a) SBF, b)
PBS.

FIG.5. Variation of elongation at break of PGLA
fibres as a function of incubation time in: a) SBF,
b) PBS.
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RYS.4. Zalezno$¢ modutu Younga witékien PGLA
od czasu inkubacji w: a) SBF, b) PBS.

FIG.4. Variation of Young’s modulus of PGLA
fibres as a function of incubation time in a) SBF,
b) PBS.

deposition of hydroxyapatite from SBF, what was reflected
in the diameter of fibres [FIG.2]. X-Ray microanalysis of the
deposits indicated presence of calcium, phosphorus, carbon
and oxygen (data not presented). The molar ratio of calcium
to phosphorus was in the range 1.55-1.74, similar to that of
stechiometric hydroxyapatite (1.65).

FIG.3-5. show mechanical properties of PGLA fibres: tensile
strength, Young modulus and elongation at break after 5, 10
and 15 days of incubation in SBF and PBS. Tensile strength
of fibres decreased during incubation time in SBF [Fig.3a],
whereas it did not change during incubation in PBS up to
21 days [FIG.3b]. It means that deterioration of mechani-
cal properties was not caused by hydrolytic degradation,
but resulted from deposition of hydroxyapatite. After 15
days the NW fibres were so fragile, that it was impossible
to perform mechanical tests. Young modulus of all types
of fibres increased during incubation [FIG.4a]. The Young
modulus of NW and WW fibres increased gradually as a
function of incubation time in SBF. It is interesting to notice
that Young modulus of HAP fibres increased from 1.1 GPa
up to 5.6 GPa after 5 days, and remained constant for the
whole experimental period. Incubation in PBS had no impact
on Young modulus of all fibres [FIG.4b]. The elongation at
break of NW and HAP fibres decreased rapidly already
after 5 days of incubation in SBF, while that of WW fibres
remained almost constant up to 15 days [FIG.5a]. Incuba-
tion in PBS during 3 weeks did not influence elongation at
break [FIG.5b].

Conclusions

1. PGLA fibres characterized by the diameter in the range
from 17 ym to 30 ym and the tensile strength in the range



Whioski

1. Stosujac metode formowania z roztworu DMF na mokro
otrzymano wiékna PGLA o $rednicy od 17 pm do 30 pm i
wytrzymatosci na rozcigganie od 26 MPa do 62 MPa.

2. Badania wykazaty, ze hydroksyapatyt moze by¢ wpro-
wadzany do objetosci widkien podczas procesu przedzenia
i/lub wydzielany na powierzchni z SBF. Modyfikacja po-
wierzchniowa poprawia wtasciwosci mechaniczne widkien
(szczegdlnie modut Younga)

3. Na podstawie wyznaczonych parametrow mechanicznych
widkien i obserwacji morfologii wydzielen hydroksyapatytu
mozna stwierdzi¢, ze optymalny czas inkubacji wiokien
HAP wynosi 5 dni, natomiast aby otrzymac¢ homogeniczng
warstwe fosforanu wapnia na widknach NW i WW proces
inkubacji musi by¢ przedtuzony do 10 dni. Sugeruje to, ze
obecnos$c¢ czgsteczek hydroksyapatytu w objeto$ci widkien
PGLA przyspiesza wydzielanie fosforanu wapnia z roztworu
SBF.
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from 26 to 62 MPa were produced by the wet process from
copolymer solution in DMF.

2. Hydroxyapatite can be introduced in bulk of the fibres dur-
ing solution spinning process and/or deposited on the fibres’
surface from SBF. Surface modification improves mechani-
cal properties of the fibres (particularly Young modulus).
3. According to mechanical properties of the fibres and
morphology of the hydroxyapatite layer it is sufficient to
incubate HAP fibres in SBF for 5 days, while in order to get
a homogeneous layer of hydroxyapatite on NW and WW
fibres the process must be prolonged up to 10 days. It sug-
gests that presence of hydroxyapatite particles in bulk of
PGLA fibres accelerates deposition of calcium phosphates
from SBF solution.
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