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Wstep

Od wielu juz lat do otrzymywania biomateriatéw oraz
matryc dla inzynierii tkankowej szeroko stosuje sie zaréwno
polimery syntetyczne jak i naturalne. Jak wiadomo, materiaty
do zastosowan medycznych powinny charakteryzowac sie
odpowiednimi parametrami fizykochemicznymi i mecha-
nicznymi, biokompatybilnoscig i brakiem toksycznosci. Nie
powinny wywotywa¢ odczyndéw zapalnych oraz odpowiedzi
immunologicznej organizmu gospodarza oraz ulegac degra-
dacji w okreslony sposob. By sprosta¢ tym wymaganiom
zaczeto badac¢ mieszaniny polimeréw syntetycznych i natu-
ralnych. Zwykle sktadnik syntetyczny zapewnia odpowiednie
wiasciwosci mechaniczne i fizyczne, podczas gdy biopolimer
poprawia parametry biologiczne materiatu [1,2].

Poli(alkohol winylowy) (PVA) jest syntetycznym polime-
rem rozpuszczalnym w wodzie. Charakteryzuje go znaczna
stabilno$¢ chemiczna i dos¢ duza elastycznos¢. Jest on
biokompatybilny i biodegradowalny. Dzigki tym wtasciwos-
ciom PVA znalazt wiele zastosowan medycznych, m.in. jako
soczewki kontaktowe, systemy dostarczania lekéw, memb-
rany, substytut kosci i chrzgstek oraz sktadnik rusztowan dla
inzynierii tkankowej. PVA wykazuje ponadto niskg adsorpcje
biatek i adhezje komoérek [2-6].

Elastyna jest biatkiem widknistym stanowigcym skfadnik
macierzy zewnatrzkomorkowej. Zapewnia ona sprezystosé
wielu tkankom i organom, np. naczyniom krwionosnym,
skorze, sciegnom, ptucom. Lancuch elastynowy zbudowany
jest z dwoch rodzajow domen. Pierwsze z nich to mobilne,
bogate w glicyne, hydrofobowe obszary o strukturze 8 od-
powiedzialne za elastyczno$c¢ biatka. Drugi typ to regiony
a-helikalne. Zbudowane sg one gtéwnie z alaniny. Zawie-
rajg tez reszty lizynowe, ktére uczestniczg w tworzeniu
wielofunkcyjnych wigzan sieciujgcych — desmozyny (DES)
i izodesmozyny (IDES). Dzieki ich obecnosci tworzona
jest bardzo wytrzymata i elastyczna, tréjwymiarowa sie¢
polimerowa [7,8]. Wtasciwosci mechaniczne i aktywnosc
biologiczna elastyny sprawity, ze budzi ona coraz wieksze
zainteresowanie jako surowiec do otrzymania biomateria-
téw, np. substytutow skory czy naczyn krwionos$nych [9].
Nalezy jednak pamieta¢, ze wysoki stopien usieciowania
tego biatka, z jednej strony zapewnia znakomite wtasciwosci
mechaniczne, z drugiej jednak ogranicza mozliwosci jego
zastosowania. Dlatego tez stosuje sie hydrolizaty elastyny,
ktore wykazujg gorsze wtasciwosci mechaniczne, lecz che-
miczne i biologiczne zblizone do natywnego biatka, dzieki
czemu ich obecno$¢ w mieszaninie poprawia biokompaty-
bilno$¢ materiatu [10].

Wczesniejsze badania wykazaty, iz hydrolizaty elastyny
sprzyjaja adhezji i proliferacji komorek fibroblastow mysich
3T3 [10]. Stad, w celu otrzymania atrakcyjnych matryc dla
inzynierii tkankowej postanowiono zastosowaé mieszani-
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Introduction

Many natural and synthetic polymers have been exten-
sively used in biomedical applications. The macromolecular
biomaterials have to possess appropriate physicochemical
and mechanical properties. They also should be degradable,
biocompatible, non-toxic, and do not cause inflammatory
response of the host tissues. The blends of synthetic and
natural polymers are extensively investigated as a materials
for medical applications. Synthetic component usually en-
sures appropriate mechanical and physical properties while
biopolymer improves biocompatibility of the material [1,2].

Poly(vinyl alcohol) (PVA) is water-soluble synthetic
polymer, with stable chemical properties and high elastic-
ity. It is biocompatible and biodegradable. PVA because of
its attractive properties is applicable in several biomedical
applications such as contact lenses, bone and cartilage
substitutes, delivery systems and membranes, for tendon
repair or scaffolds for tissue engineering. PVA exhibits low
protein adsorption and cell adhesion [2-6].

Elastin is a fibrous protein, one of the main components
of extracellular matrix. It provides resilience to many organs,
e.g. blood vessels, skin, ligaments and lung. In amino acids
sequence of the protein two kinds of domains are observed.
One, are glycine-rich, very mobile hydrophobic regions,
which possesses B-structure and are responsible for elastin
elasticity. Second kind alterate domains are alanine-rich,
a-helical regions. They consist also lysine residues which
participate in creation of multifunctional cross-linking bonds,
desmosine (DES) and isodesmosine (IDES). They are re-
sponsible for the formation of three-dimensional network of
this protein and ensure the stability, elasticity and flexibility
of elastin [7,8]. Due to its remarkable mechanical proper-
ties and biological activity, elastin is becoming more and
more popular as a biomaterial, e.g. as a skin substitutes,
vascular grafts and cartilage [9]. However, high insolubility of
elastin gives problems with processing of this protein. That
is why elastin hydrolysates are more useful for biomedical
applications. Elastin hydrolysates have similar chemical
properties to native protein and improve the biocompatibility
of materials [10].

Our previous investigations showed, that the elastin
hydrolysates promotes 3T3 cells adhesion and proliferation
[10]. So, for the purpose of obtaining an attractive scaffolds
for tissue engineering the blends of PVA and elastin hydro-
lysates were used. As the mechanical properties of elastin
hydrolysates are unsatisfactory, the aim of first stage of our
work was to study the mechanical parameters of poly(vinyl
alcohol)/elastin hydrolysates blends. Tensile strength and
elasticity of these materials depends on occurrence of
crosslinking bounds and water molecules in the material
structure. Thermal analysis was carried out due to determine
these factors.
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ny poli(alkoholu winylowego) z hydrolizatami elastyny. Po-
niewaz wtasciwosci mechaniczne hydrolizatéw elastyny nie
sg zadowalajgce, dlatego celem pierwszego etapu badan
byto okreslenie wptywu dodatku tego biatka na parametry
wytrzymatosciowe uzyskanych materiatow. Wytrzymatosé
i elastycznos¢ materiatéw PVA/hydrolizaty elastyny jest wa-
runkowana miedzy innymi obecnos$cig wigzan sieciujgcych
oraz czasteczek wody w strukturze materiatu. By oszaco-
wacé te dwa parametry przeprowadzono analize termiczng
badanych materiatéw.

Materiaty i metody

PVA zakupiono w firmie Fluca (stopien hydrolizy 90,98%).
Nierozpuszczalng elastyne oczyszczono metodg Lansing’a.
Suchy materiat rozdrobniono w ciekltym azocie i poddano
hydrolizie alkalicznej [10]. Przygotowano roztwory PVAi hy-
drolizatéw elastyny o odpowiednich stezeniach, a nastep-
nie mieszaniny zawierajgce 3 i 5% hydrolizatéw elastyny.

Materials and methods

PVA was obtained from Fluca (90,98% degree of hy-
drolysis). Insoluble elastin was purified from pig’s aortas
by Lansing’s method. Dry material was minced in liquid
nitrogen. After this procedure elastin powder was hydrolysed
in alkaline medium [10]. The solutions of PVA, elastin hydro-
lysates, and PVA/elastin hydrolysates blend were prepared.
The ratio of elastin in PVA blends was: 97:3, 95:5.

The mechanical properties have been investigated by
Zwick&Roell Z 0.5. Thermal analysis was performed using
TA Instruments SDT 2960 at a rate of 10°C/min from 20 to
600°C in an atmosphere of nitrogen.

Results and discussion

As it was expected, the films of poly(vinyl alcohol) exhibits
the highest tensile strength. The elastin hydrolysates addi-
tion causes decrease of the mechanical strength (TABLE

TABELA 1. Wartosci naprezenia zrywajacego (or) oraz wydtuzenia wzglednego przy zerwaniu (g,) dla filméw PVA

i jego mieszanin z hydrolizatami elastyny.

TABLE 1. The values of ultimate tensile strength at breaking point (or) and ultimate percentage elongation at
breaking point (¢,) of PVA films and its blends with elastin hydrolysates.

NS EGE /S EGE SRS EeE
Prébka/Specime
PVA 4,96 269 78,72 426 14,95
PVA % 5,17 269 72,66 437 15,90
PVA % 5,49 264 71,46 443 16,83
2 a/Ela 11,3 298 55,77 = =

Wiasciwosci mechaniczne uzyskanych filméw badano
przy uzyciu maszyny wytrzymatosciowej Zwick&Roell Z
0.5. Analize termiczng przeprowadzono wykorzystujgc apa-
rat TA Instruments SDT 2960. Badanie prowadzono z szyb-
koscig grzania 10°C/min w zakresie temperatur 20-600°C
w atmosferze azotu.

Wyniki i dyskusja

Zgodnie z oczekiwaniami, najwyzszg wytrzymatoscig
mechaniczng charakteryzujg sie filmy z poli(alkoholu winy-
lowego). Dodatek hydrolizatéw elastyny obniza odpornos¢
na zerwanie badanych materiatow (TABELA 1.). Zauwazo-
no jednak, ze obecnos¢ tego biatka poprawia elastycznosé
filmow. Elastyna jest bardzo hydrofobowym polimerem, lecz
by mogta byc¢ elastyczna konieczna jest obecnos¢ wody.
Obecnie rozwaza sie rézne modele elastycznosci elastyny.
Jeden z nich zaktada, ze z hydrofobowych domen zrelak-
sowanej czgsteczki biatka wystajg nieliczne polarne reszty
aminokwasowe biorgce udziat w jej zwilzaniu. Przy rozcig-
ganiu odstoniety zostaje hydrofobowy rdzen. Po zwolnie-
niu naprezenia czgsteczka wraca do pierwotnego ksztattu
wskutek wystepowania oddziatywan hydrofobowych reszt
aminokwasowych z polarnym srodowiskiem [7,8]. Z tego
powodu suche filmy elastynowe sg zbyt kruche by mogty
zosta¢ poddane badaniu wytrzymatosciowemu. Stwierdzo-
no jednakze, ze suche filmy zawierajgce oba polimery wy-
kazujg wiekszg elastycznosé niz jednosktadnikowe. Praw-
dopodobnie grupy hydroksylowe pochodzace z PVA petnig
funkcje zblizong do czgsteczek wody i dzieki temu wartos¢
wydtuzenia przy zerwaniu flméw z mieszanin ulega zwiek-
szeniu. Teze te zdajg sie potwierdza¢ wyniki analizy ter-
micznej. Pierwszy etap przemian termicznych wszystkich

1). However, the presence of elastin improves the elasticity
of materials. Elastin is very hydrophobic polymer but it is
elastic only in wet state. Nowadays various models of elastin
elasticity are discussed. One theory is based on the assump-
tion that in relaxed state polar amino acids residues stick
out the hydrophobic domains of the protein and participate
in the moisten of the biopolymer chain. During stretching
the hydrophobic core is exposed. The interactions between
hydrophobic residues and polar environment causes recov-
ery to previous conformation after force elimination [7,8].
For this reason dry samples of elastin were to fragile to
be tested on Zwick&Roell. Dry films of blends were more
elastic than samples made from pure polymers. Probably the
hydroxyl groups which are present in PVA work like a water

TABELA 2. Wartosci temperatur i ubytkéw masy
wystepujace w procesie degradacji termicznej fil-
moéw z PVA, hydrolizatow elastyny i ich mieszanin;
temperatura w maksimum szybkosci procesu (T,,.,)
i ubytek masy nastepujacy w czasie ogrzewania
(Am).

TABLE 2. The parameters of the thermal decompo-
sition of PVA, elastin hydrolysates and PVA/elastin
films; the temperature of the maximum speed of
the process (T,..,) and the mass decrement during
the heating (Am).

PVA 38,44 10,85
PVA + 3% 30,70 13,09
PVA + 5% 20,92 14,63
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rodzajow prébek zwigzany jest z parowaniem wody obec-
nej w materiale. Na podstawie wynikdw zaprezentowanych
w TABELI 2. stwierdzono, ze najwiecej wody zaabsorbowat
film elastynowy. Choc¢ uktady mieszane wykazujg tylko nie-
znacznie wigkszg ilos¢ wody zwigzanej niz filmy PVA, to
jednak materiaty tego typu zyskujg wiekszg elastycznose¢.

Analiza termiczna wykazata, Zze degradacja termiczna hy-
drolizatéw elastyny przebiega w dwdch etapach, natomiast
PVA i mieszanin w trzech. Warto$s¢ Tmax drugiego etapu
degradacji termicznej jest najwyzsza w przypadku hydroli-
zatow elastyny (298°C). Niewielkie dodatki biatka do PVA
nie zmieniajg znaczaco temperatury w maksimum szybkosci
przebiegu tego procesu (264-269°C). Jednoczesnie, naj-
mniejszy ubytek masy na tym etapie degradaciji termicznej
charakteryzuje filmy z hydrolizatow elastyny (56%), a naj-
wiekszy filmy z PVA (79%). Prébki z mieszanin PVA/elastyna
wykazujag ubytek masy nieco nizszy niz w przypadku filméw
z PVA (71%, 73%). Te roznice w stabilnosci termicznej ma-
teriatdw z PVA, hydrolizatow elastyny oraz mieszanin obu
polimeréw moga by¢ spowodowane obecnoscig wigzan
sieciujgcych DES i IDES w strukturze biatka. Trzeci pik,
wystepujgcy tylko na krzywej DTG poli(alkoholu winylowego)
i mieszanin pojawia sie przy temperaturze 426°C. Zwieksze-
nie zawartosci elastyny w materiale powoduje wzrost Tmax
oraz ubytkéw masy w trzecim etapie degradacji termicznej
badanych prébek. To sugeruje obecnos¢ oddziatywan po-
miedzy tancuchami polimeru syntetycznego i naturalnego.
Jednak by okresli¢ nature tych oddziatywan konieczne jest
przeprowadzenie dalszych badan.

Podsumowanie

Dodatek hydrolizatéw elastyny obniza wytrzymatosc
mechaniczng materiatow z PVA, lecz jednoczesnie zwigksza
ich elastycznos¢. Prawdopodobnie wynika to z obecnosci
duzejilosci grup hydroksylowych wzdtuz tanicucha PVA oraz
silnie hydrofobowego charakteru tancuchéw hydrolizatéw
elastyny. Uzyskane wyniki sugerujg, ze oddziatywania hy-
drofobowo-hydrofilowe pomiedzy oboma polimerami majg
wiekszy wptyw na wiasciwosci mechaniczne mieszanin
niz obecnos¢ niewielkiej liczby wigzan sieciujgcych (DES,
IDES).
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molecules necessary for elastin elasticity and improve the
ability to elongation of the blends materials. Also the re-
sults of thermal analysis stay in agreement with this thesis.
The first stage of thermal decomposition of all samples is
connected with evaporation of water absorbed to polymer
chains. The results presented in TABLE 2. showed that
elastin film contains much more water molecules than PVA
and blends. The elasticity of blends increas, despite they
absorb only a few more water molecules than PVA films.

Thermal analysis demonstrates that elastin hydrolysates
destruction had been proceeded in two stages but PVA and
blends in three stages. It was observed that Tmax of the
second stage of thermal degradation is the highest for elastin
hydrolysates (298°C). The small additions of the protein to
poly(vinyl alcohol) do not change significantly temperature
of the process (264-269°C). At this stage the lowest value
of weight loss was noted for elastin sample (56%) and
the highest for PVA film (79%). The mass decrements of
PVA/elastin samples are a little lower than in case of pure
PVAfilm (71%, 73%). This differences in thermal stability of
elastin, PVA and blends are caused by presence of cross-
linking bounds — desmosine and isodesmosine in the protein
structure. The third peak on the DTG curve of poly(vinyl
alcohol) samples appeared with a maximum at 426°C. The
higher amount of elastin in the sample causes increase of
Tmax but also increase the mass decrement of third stage
of thermal decomposition. It suggests the presence of in-
teractions between protein and synthetic polymer chains.
However, further analysis are necessary for determination
of the interactions nature.

Summary

The addition of elastin hydrolysates decreases me-
chanical strength but increases elasticity of PVA materials.
It is probably caused by the presence of hydroxyl groups
in PVA chains and highly hydrophobic nature of elastin
hydrolysates. It is suggested that hydrophobic-hydrophilic
interactions between polymer macromolecules are more
important for mechanical properties than small amount of
crosslinking bounds (DES, IDES).
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