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Streszczenie

Bardzo duzg role w procesie degradacji implantow
odgrywa $rodowisko ptynow fizjologicznych, ktérych
wptyw zalezy od wtasciwo$ci fizycznych i chemicznych
materiatu polimerowego oraz od jego reaktywnoSci.
W niniejszej pracy oceniono wptyw ptynu PBS na
trwato$¢ kompozytowych widkien polikaprolakton /
hydroksyapatyt w warunkach in vitro. Stopien de-
gradacji wtokien okreslano na podstawie zmian pH
medium, stezenia jondw sodu i potasu w ptynie po
inkubacji probek oraz zmian masy probek podczas in-
kubacji. Ocene zmian zachodzgcych we witdknach pod
wptywem ptynu PBS przeprowadzono wykorzystujgc
skaningowg mikroskopie elektronowg (SEM) oraz
rentgenowskg analize strukturalng (WAXD). Badania
degradacji wtdkien przeprowadzone podczas inku-
bacji probek w ptynach fizjologicznych wykazaty, ze
wytworzone witokna kompozytowe charakteryzuje sie
stabilnoscig w Srodowisku ptynow ustrojowych przez
dtugi okres czasu. Niewielkie zmiany na powierzchni
wiokien, zaobserwowane po 10 miesigcach inkubacji,
w ptynie fizjologicznym, wskazujg na rozpoczecie
procesu degradacji, stad tez mozna przypuszczac,
ze czas catkowitej biodegradacji wibkien moze byc
Skorelowany z czasem potrzebnym do kompletnego
odtworzenia tkanki.

Stowa kluczowe: wibkna bioaktywne, podtoza,
Inzynieria Tkankowa, degradacja, polikaprolakton

[Inzynieria Biomateriatow, 128-129, (2014), 11-15]
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Abstract

Very important role in the process of implant degra-
dation is played by the physiological fluid environment,
the impact of which depends on the physical and che-
mical properties of the polymers and on its reactivity.
This study evaluates the effect of PBS on the stability
of composite polycaprolactone/hydroxyapatite fibres
in vitro. The degree of degradation of the fibres was
determined by the changes in pH of the fluid, the con-
centration of sodium and potassium ions in the fluid
after incubation of the sample, and the changes in the
weights of samples during incubation. Assessment of
the changes in the fibres under the influence of PBS
was carried out using scanning electron microscopy
(SEM) and X-ray structural analysis (WAXD). The
study of the degradation of fibres carried out during the
incubation of samples in physiological fluids showed
that the composite fibres produced are stable in the
environment of physiological fluids over a long period
of time. Minor changes on the surface of the fibres,
observed after 10 months of incubation, in a body fluid,
indicate the start of a process of degradation, hence it
can be assumed that the time of total biodegradation
of the fibres may be correlated with the time needed
for a complete restoration of tissue.

Keywords: Bioactive fibres, scaffold, tissue engi-
neering, degradation, polycaprolactone

[Engineering of Biomaterials, 128-129, (2014), 11-15]
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Wprowadzenie

Polikaprolakton (PCL), jest biozgodnym polimerem
o dluzszym czasie degradacji niz inne polimery z grupy
poliestrow alifatycznych, dzigki temu biomateriaty wykonane
z tego polimeru moga by¢ wszczepiane w miejscach nara-
zonych na szczegdlne obcigzenia [1]. Zastosowanie PCL,
cieszgcego sie lepszymi parametrami mechanicznymi, do
wytwarzania wiokien a z nich podtozy do leczenia ubytkow
tkanek, pozwala na utrzymanie odpowiedniej przestrzeni
miedzy komorkami wymaganej dla wzrostu komorek i formo-
wania matrycy zewngtrzkomorkowej, nie tylko do momentu
wytworzenia nowej tkanki, ale do momentu uzyskania przez
nig odpowiednich parametréw mechanicznych [2].

Degradacja wtokien z polikaprolaktonu w $srodowisku
roztworéw wodnych zalezy od wielu czynnikéw. Z jednej
strony od budowy i wtasnosci samego polimeru takich jak
budowa chemiczna, masa molowa, polidyspersja, tempe-
ratura zeszklenia (Tg), temperatura topnienia (Tm), krysta-
licznos¢, modut elastycznosci, pole powierzchni prébki i jej
hydrofilowos¢ czy hydrofobowos¢ [3]. Obecnos¢ ptynow
powoduje hydrolize nietrwatych wigzahn w przypadku polie-
strow oraz sprzyja wytwarzaniu rodnikéw hydroksylowych
lub innych reaktywnych grup, ktére mogg inicjowac reakcje
wolnorodnikowe. Ponadto istotnym czynnikiem majgcym
wplyw na sposob degradacji widkien sg warunki panujgce
w otaczajgcym je Srodowisku (temperatura, pH itp.) [4].

PCL jest powszechnie stosowany do wytwarzania trojwy-
miarowych podtozy dla inzynierii tkankowej [5-6]. Jednakze
staba hydrofilowo$¢ poditozy z PCL wplywa na gorszag
adhezje, proliferacje i réznicowanie sie komérek. Ponadto
poditoza z PCL nie wykazujg wtasciwosci bioaktywnych, dla-
tego czesto modyfikowane sg bioaktywnymi dodatkami [7].
W niniejszej pracy oceniono wptyw ptynu PBS na trwatos¢
kompozytowych widkien polikaprolakton/ hydroksyapatyt
w warunkach in vitro. Wtdkna z czystego polikaprolaktonu
jak réwniez wiékna kompozytowe modyfikowane hydrok-
syapatytem poddano ocenie trwato$ci, okreslajgc wptyw
ptynu PBS na zachowanie sie probek w srodowisku in vitro.
W organizmie cztowieka polikaprolakton ulega powolne;j,
trwajgcej okoto 2 lata biodegradacji, ktéra zachodzi na sku-
tek hydrolizy wigzan estrowych. Przeprowadzone badania
miaty na celu okreslenie trwatosci widkien w warunkach in
vitro podczas inkubacji w ptynie PBS

Materialy i metody

Do badan wykorzystano dwa rozdaje widkien wytwo-
rzonych metodg formowania za stopu: (1) wiékna PCL
niemodyfikowane oraz (2) widkna modyfikowane 5% dodat-
kiem hydroksyapatytu. Doktadny opis sposobu formowania
widkien oraz wptywu dodatku hydroksyapatytu na strukture
i wlasnosci wtdkien opisano w poprzedniej publikacji [8].
Do wytwarzania wiékien wykorzystano poli(e-kaprolakton)
firmy Sigma Aldrich (PCL) o masie czgsteczkowej 70000-
90000 g/mol oraz nano-hydroksyapatyt syntetyczny (n-HAp)
wytworzony w Katedrze Ceramiki i Materiatéw Ogniotrwa-
tych, Wydziatu Inzynierii Materiatowej i Ceramiki, Akademii
Gorniczo-Hutniczej w Krakowie [9].

Ocene trwatosci widkien otrzymanych metodg for-
mowania ze stopu przeprowadzono w ptynie PBS przez
okres 12 miesiecy. Ptyn PBS jest wodnym roztworem soli
fizjologicznej (0,9% NaCl) buforowanej fosforanami o pH
7,4 (ang. phosphate buffered saline). Probki zanurzono
w ptynie PBS i inkubowano przez okres 12 miesiecy w
polipropylenowych pojemnikach o pojemnoéci 15 ml (firmy
FALCON) w temperaturze 37°C. Stopien degradacji wtdkien
okreslano na podstawie zmian pH medium, stezenia jonéw

Introduction

Polycaprolactone (PCL) is a biocompatible polymer
with longer degradation time than the other polymers from
the group of aliphatic polyesters, thus biomaterials made
using this polymer can be implanted in areas subjected to
increased load [1]. The use of PCL, which has better me-
chanical parameters, to make fibres, from which scaffolds
for the treatment of tissue defects are made, allows for
maintaining sufficient space between the cells required for
cell growth and extracellular matrix formation, not only until
the moment of producing new tissue, but until it obtains the
required mechanical parameters [2].

Degradation of polycaprolactone fibres in the environ-
ment of aqueous solutions depends on many factors. On
the one hand, they include the structure and properties of
the polymer itself, such as chemical structure, molecular
weight, polydispersity, glass transition temperature (Tg),
melting temperature (Tm), crystallinity, modulus of elastic-
ity, the surface area of the sample and its hydrophilicity or
hydrophobicity [3]. The presence of liquid causes the hydrol-
ysis of labile bonds in the case of polyesters and promotes
the formation of hydroxyl radicals or other reactive groups
which can initiate free radical reactions. Another important
factor affecting the way fibres are degraded are conditions
in their surrounding environment (temperature, pH, etc.) [4].

PCL is commonly used to make three-dimensional scaf-
folds for tissue engineering [5-6]. However, poor hydrophilic-
ity of PCL scaffolds results in a less successful adhesion,
proliferation, and differentiation of cells. In addition, PCL
scaffolds show no bioactive properties, which is why they
often are modified with bioactive additives [7]. This study
evaluates the effect of PBS on the stability of the compos-
ite polycaprolactone/hydroxyapatite fibres in vitro. Fibres
made of pure polycaprolactone as well as composite fibres
modified with hydroxyapatite were evaluated for stability, de-
termining the effect of PBS on the behaviour of the samples
in vitro. In the human body, polycaprolactone undergoes a
slow biodegradation over the period of approximately two
years, which occurs as a result of hydrolysis of

Materials and methods

In the study two types of fibres produced by melt spinning
were used: (1) unmodified PCL fibres and (2) modified fibres
containing 5% of hydroxyapatite. Detailed description of the
method of the fibres production and the effect of the addition
of hydroxyapatite on the structure and properties of fibres are
described in a previous publication [8]. Poly(e-caprolactone),
with the molecular weight of 70000-90000 g/mol, made by
Sigma Aldrich (PCL) was used for the fibres production,
and synthetic nano-hydroxyapatite (n-HAp) was prepared
in the Department of Ceramics and Refractories, Faculty of
Materials Science and Ceramics, University of Science and
Technology in Krakow [9].

Evaluation of the stability of fibres obtained by melt spin-
ning was carried out in PBS fluid over a period of 12 months.
PBS is a phosphate buffered saline (0.9% NaCl) with pH of
7.4. The samples were immersed in PBS and incubated for
a period of 12 months in polypropylene containers with a
capacity of 15 ml (made by FALCON) at 37°C. The degree
of degradation of the fibres was determined by the changes
in pH of the fluid, the concentration of sodium and potassium
ions in the fluid sample after incubation, and the changes in
the weight of the samples. Testing was performed using the
ion analyser EasyLyte Ca/K/Na/pH made by Medica and the
pH meter Cp-401 made by Elmetron. Percentage changes in
the weight of the samples were calculated using the formula:
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sodu i potasu w ptynie po inkubac;ji probek oraz zmian masy
probek. Badania wykonano przy uzyciu analizatora jonéw
EasyLyte Ca/K/Na/pH firmy Medica oraz pH-metru Cp-401
firmy Elmetron. Procentowe zmiany masy probek liczono
wedtug wzoru:

Am=(m,-m,)/m,100 [%]

gdzie: m, — masa probki przed inkubacjg; m, — masa
prébki po danym okresie inkubac;ji.

Ocene zmian zachodzgcych w wytworzonych materia-
tach pod wptywem ptynu PBS przeprowadzono wykorzy-
stujgc skaningowg mikroskopie elektronowg (mikroskop
JEOL 5500 JSM) oraz rentgenowska analize strukturalng
(WAXD). Badania rentgenowskie WAXD przeprowadzono
przy uzyciu dyfraktometru URDG (Seifert, Niemcy) metodag
krokowg pomiaru rozpraszania rentgenowskiego (w za-
kresie katow rozpraszania 26 od 5° do 60°), przy uzyciu
lampy rentgenowskiej z anodg miedziang (promieniowanie
CuKa, A = 1,542 A) zasilanej z generatora rentgenowskiego
ISO-DEBYEFLEX 3003.

Wyniki i dyskusja

Mikrostrukture witdkien PCL oraz PCL/n-HAp przed-
stawiono na RYS. 1. Wi6kna przedstawione na zdjeciach
SEM rbznig sie obrazem powierzchni. Niemodyfikowane
widkna PCL charakteryzujg sie gtadkg powierzchnig, przy
wiekszych powiekszeniach mozna byto zaobserwowac
charakterystyczne podtuzne prazki. Na powierzchni wiokien
zawierajgcych nanohydroksyapatyt (RYS.1c-d) zaobserwo-
wano liczne nieréwnosci (nieobecne w przypadku widkien
niemodyfikowanych) potwierdzajgce obecno$¢ hydrok-
syapatytu w witdknach.

Na RYS. 2 przedstawiono procentowe zmiany masy
widkien podczas inkubacji w ptynie PBS przez okres 12 mie-
siecy. Brak zmian masy probek podczas inkubacji w ptynie
PBS swiadczy o stabilnosci wtdkien wytworzonych metodg
formowania ze stopu. Nie zaobserwowano zmian w masie
widkien kompozytowych wynikajgcych z obecnosci proszku
hydroksyapatytu. Wykres przedstawiajgcy zaleznosc steze-
nia jonoéw Na* i K* w ptynie PBS podczas inkubacji probek
widkien przez okres 12 miesiecy przedstawiono na RYS. 3,
natomiast zmiany pH ptynu w ktérym inkubowane byty
prébki widkien przedstawiono na RYS. 4. Réwniez w tym
przypadku nie zaobserwowano zmian moggcych swiadczy¢
0 rozpoczeciu procesu degradacji probek.

Am=(m,-m,)/m,=100 [%]

where: m, - weight of the sample before incubation; ® ® @ e ® o o

m, - weight of the sample after incubation.

Assessment of the changes in the materials generated
under the influence of PBS was carried out using scanning
electron microscopy (JEOL 5500 JSM microscope) and wide
angle X-ray diffraction analysis (WAXD). WAXD tests were
conducted using the URDG diffractometer (Seifert, Germany)
by stepwise measurement of X-ray scattering (at a range
of scattering angles 26 from 5° to 60°), using an X-ray tube
with a copper anode (CuKa radiation, A = 1,542 A) powered
from a generator ISO-DEBYEFLEX 3003.

Results and Discussion

The microstructure of PCL and PCL/n-HAp fibres is
shown in FIG. 1. The fibres shown in the SEM images

g !PCL/nHAp |

3
PCL/n-HAp

RYS. 1. Mikrostruktura wiékien otrzymanych me-
toda formowania ze stopu: (a-b) wtékna z polika-
prolaktonu (PCL); (c-d) wiokna z polikaprolaktonu
modyfikowane hydroksyapatytem na etapie formo-
wania (PCL/n-HAp).

FIG. 1. The microstructure of fibres obtained by melt
moulding: (a-b) polycaprolactone fibres (PCL); (c-d)
polycaprolactone fibres modified with hydroxyapa-
tite at the stage of moulding (PCL/n-HAp).

PBS for a period of 12 months.
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RYS. 2. Procentowe zmiany masy wiokien podczas
inkubacji wtékien PCL i PCL/n-HAp w ptynie PBS
przez okres 12 miesiecy.

FIG. 2. Percentage changes in the weight of the fibre
during incubation of PCL and PCL/n-HAp fibres in
PBS for a period of 12 months.

differ in the appearance of their surface. Unmodified PCL
fibres have a smooth surface and characteristic longitudinal
striations can be seen at the higher magnifications. On the
surface of fibres containing nano-hydroxyapatite (FIG.1 c-d),
we observed numerous irregularities (absent in the case of
unmodified fibres) confirming the presence of hydroxyapatite
in the fibres.
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FIG. 2 shows the percentage
changes in the weight of fibres
during the incubation in PBS over

i j AT ~—=d the period of 12 months. Lack of

changes in the weights of the sam-
ples incubated in PBS proves the
stability of fibres produced by melt
PCcL spinning. There were no changes
in the weight of composite fibres
resulting from the presence of
hydroxyapatite powder. The graph
showing the dependence of the

3 4 5 6 7 8 12

RYS. 3. Zmiany stezenia jonéw Na+ i K+ w plynie PBS podczas inkubacji probek

wiokien PCL i PCL/n-HAp przez okres 12 miesiecy.

FIG. 3. Changes in the concentration of Na+and K+ in PBS during the incubation
of PCL and PCL/n-HAp fibre samples for a period of 12 months.
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RYS. 4. Zmiany pH ptynu PBS podczas inkubacji
probek wiékien PCL i PCL/n-HAp przez okres 12
miesiecy.

FIG. 4. Changes in the pH of PBS during incubation
of PCL and PCL/n-HAp fibre samples for a period
of 12 months.

12 miesiecy NE}]
w PBS
12 months
in PBS

PCL/n-HAp PCL/n-HAp
RYS. 6. Zmiany w morfologii wtékien po inkubacji
probek w ptynie PBS przez okres 12 miesiecy.

FIG. 6. Changes in the morphology of fibres after
the incubation of samples in PBS for a period of
12 months.

concentration of Na* and K* ions
in PBS during the incubation of
fibre samples for a period of 12
months is shown in FIG. 3, and the
changes in pH of the fluid in which
the fibre samples were incubated
are shown in FIG. 4.

Also, in this case, there were no changes that might
indicate the start of the process of degradation of samples.

f : 2 months
in PBS
¥ PCL/n-HAp

\. 4 miesigce

w PBS

PCL/n-HAp

10 miesiecy
w PBS
10 months
in PBS

PCL/n-HAp

RYS. 5. Zmiany morfologii widokien podczas inku-
bacji probek w ptynie PBS przez okres 10 miesiecy.
FIG. 5. Changes in the morphology of fibres during
the incubation of samples in PBS for a period of
10 months.

FIGs 5 and 6 show the changes in the morphology
of the fibres during the incubation of samples in PBS.
The destruction of polymer due to the degradation in PBS
probably takes place in several stages. First, the absorption
of the fluid occurs, which results in softening the fibres, the
appearance of a grid of fine cracks on their surface, the
growth of the crack, and the destruction of the fibre in the
final stage. Polycaprolactone is a semi-crystalline polymer.
The more crystalline phases within the polymer structure the
more resistant it is to physiological fluids. The hydrophobic
character of PCL fibres and their semi-crystalline structure
causes that the fibres are stable in PBS over a long peri-
od of time. The first changes on the surface of the fibres
were observed after 10 months of incubating the fibres in
PBS. Also, X-ray results (WAXD) confirm the stability of
the samples incubated for a period of 8 months in PBS.
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FIG. 7 presents diffraction curves tak-
en after various incubation periods of
the samples. The study confirms the
unchanging, semi-crystalline nature
of the sample during incubation.in
the specimen based on titanium alloy
with regard to the sample based on
titanium matrix with the same HAp
content was caused by the lower size
of Ti-6Al-4V power grains compared
to the titanium powder.
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Conclusions

RYS. 7. Zestawienie krzywych dyfrakcyjnych dla wiékien PCL i PCL/n-HAp

inkubowanych w ptynie PBS przez okres 8 miesiecy.

FIG. 7. Summary of diffraction curves for PCL and PCL/n-HAp fibres incubated

in PBS for a period of 8 months.

Na RYS. 5 i 6 przedstawiono zmiany w morfologii wto-
kien podczas inkubacji prébek w ptynie PBS. Zniszczenie
polimeru wskutek degradacji w ptynie PBS prawdopodobnie
przebiega w kilku etapach. Najpierw nastepuje absorpcja
cieczy, czego nastepstwem jest zmiekczenie widkien, poja-
wienie sie siatki drobnych peknieé¢ na ich powierzchni, wzrost
szczeliny oraz w kohcowym etapie zniszczenie witokna.
Polikaprolakton jest polimerem semikrystalicznym. Im wiecej
fazy krystalicznej w strukturze polimeru tym jest on bardziej
odporny na dziatanie ptynéw fizjologicznych. Hydrofobowy
charakter wiékien PCL oraz semikrystaliczna struktura spra-
wia, ze wibkna wykazujg stabilnos¢ w ptynie PBS przez dtugi
okres czasu. Pierwsze zmiany na powierzchni widkien za-
obserwowano po 10 miesigcach inkubacji wtdkien w ptynie
PBS. Réwniez badania rentgenowskie (WAXD) potwierdzajg
stabilno$¢ probek inkubowanych przez okres 8 miesiecy w
ptynie PBS. Na RYS. 7 przedstawiono zestawienie krzywych
dyfrakcyjnych wykonanych po réznych okresach inkubacji
probek. Przeprowadzone badania potwierdzajg niezmienny,
semikrystaliczny charakter probki podczas inkubaciji.

Whioski

Badania degradacji wtokien przeprowadzone podczas
inkubacji prébek w ptynach fizjologicznych wykazaty, ze
wytworzone wiékna kompozytowe charakteryzuje sie stabil-
noscig w srodowisku ptyndw ustrojowych przez dtugi okres
czasu. Dzieki temu, w przysztosci, wytworzone z wtokien
kompozytowych podtoza tkankowe bedg mogty przenosi¢
obcigzenia az do momentu wiasciwego odtworzenia sie
tkanki. Niewielkie zmiany na powierzchni wiokien, zaob-
serwowane po 10 miesigcach inkubacji, w ptynie, wskazujg
na rozpoczecie procesu degradacji, stgd tez mozna przy-
puszczaé, ze czas catkowitej biodegradacji widkien moze
by¢ skorelowany z czasem potrzebnym do kompletnego
odtworzenia tkanki.
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The study of the degradation of
fibres carried out during the incuba-
tion of samples in physiological fluids
showed that the composite fibres pro-
duced are stable in the environment of
physiological fluids over a long period of time. Thus, in the
future, tissue scaffolds made from composite fibres will be
able to carry the load until the proper reproduction of the
tissue. Minor changes on the surface of the fibres, observed
after 10 months of incubation, in a fluid, indicate the start of
a process of degradation, hence it can be assumed that the
time of total biodegradation of the fibres may be correlated
with the time needed for a complete restoration of tissue.
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