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3.1 M a te r ia ls

3 .1 .1  M a t e r i a l s  U s e d  f o r  F a b r i c a t i o n  o f  th e  F i b r o u s  S c a f f o l d s

•  P o l y c a p r o l a c t o n e  ( P C L )

•  D i c h l o r o m e t h a n e  ( D C M )

•  N , N ’- d i m e t h y l f o r m a m i d e  ( D M F )

3 .1 .2  M a t e r i a l s  U s e d  f o r  S u r f a c e  M o d i f i c a t i o n

A l d r i c h ,  U S A  

A l d r i c h ,  U S A  

L a b - S c a n  ( A s ia )

A l d r i c h ,  U S A  

A l d r i c h ,  U S A  

A l d r i c h ,  U S A  

S i g m a ,  U S A  

S i g m a ,  U S A  

L a b - S c a n  ( A s ia )  

L a b - S c a n  ( A s ia )  

L a b - S c a n  ( A s ia )  

L a b - S c a n  ( A s ia )

•  1 , 6 - h e x a m e t h y l e n e d i a m i n e  ( H M D )

•  N , N ’- d i s u c c i n i m i d y l  c a r b o n a t e  ( D S C )

•  N i n h y d r i n

•  B o v i n e  S e r u m  A l b u m i n  ( B S A )

•  T r i e t h y l a m i n e  ( T E A )

•  E th a n o l

•  I s o p r o p a n o l  ( I P A )

•  1 ,4 - d i o x a n e

•  D i m e t h y s u l f o x i d e  ( D M S O )

•  P h o s p h a t e  B u f f e r  S a l i n e  ( P B S )

3 .1 .3  M a t e r i a l s  U s e d  f o r  C e l l  C u l t u r e

3.1.3.1 Model Cells
M o d e l  c e l l s  in  th i s  s tu d y  w e r e  m o u s e  c a l v a r i a - d e r i v e d  p r e -  

o s t e o b l a s t i c  c e l l s  ( M C 3 T 3 - E 1 ) .

3.1.3.2 MC3T3-E1 cells culture medium
M C 3 T 3 - E 1  c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  i n  M i n i m u m  E s s e n t i a l  

M e d i u m  w i th  E a r l e ’s  B a l a n c e d  S a l t s  ( M E M ;  H y c l o n e ,  U S A ) ,  s u p p l e m e n t e d  b y  10  %  

F e t a l  B o v i n e  S e r u m  ( F B S ;  B i o c h r o m  A g ,  G e r m a n y ) ,  1 %  L - g l u t a m i n e  ( I n v i t r o g e n  

C o r p . ,  U S A ) ,  a n d  1 %  a n t i b i o t i c  a n d  a n t i m y c o t i c  f o r m u l a t i o n  [ c o n t a i n i n g  p e n i c i l l i n  

G  S o d i u m ,  s t r e p t o m y c i n  s u l f a t e ,  a n d  a m p h o p e r i c i n  B  ( I n v i t r o g e n  C o r p . ,  U S A ) ]
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3 .2 .1  E q u i p m e n t  f o r  E l e c t r o s p i n n i n g  P r o c e s s

•  H i g h  v o l t a g e  p o w e r  s u p p l y  f r o m  G a m m a  H i g h  V o l t a g e  

R e s e a r c h  I n c .  ( O r m o n d  B e a c h ,  F l o r i d a ) ,  m o d e l  D - E S 3 0 O N / M 6 9 2  D C  w a s  u s e d  to  

g e n e r a t e  p o s i t i v e  D C  v o l t a g e .

•  S y r i n g e  w i t h  v o l u m e  s i z e  o f  2 0  m l  S t a i n l e s s  s te e l  n e e d l e  w i th  

g a u g e  n u m b e r  2 0  ( o r  t h e  i n n e r  d i a m e t e r  o f  0 .9 1  m m ) .

•  T h e  r o t a t i n g  d r u m  w h i c h  c o v e r e d  w i t h  a l u m i n u m  s h e e t  w h ic h  

h a s  t h e  w i d t h  a n d  o u t e r  d i a m e t e r  a b o u t  14  a n d  15  c m ,  r e s p e c t i v e l y .

3 .2 .2  E q u i p m e n t  f o r  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  M a t e r i a l s

•  U V - V i s  s p e c t r o p h o t o m e t e r  ( U V - 1 8 0 0 ;  S h i m a d z u ,  K y o to ,

J a p a n )

•  M i c r o p l a t e  r e a d e r  m o d e l  I n f i n i t e  2 0 0  P R O  N a n o Q u a n t  

M u l t i m o d e  M i c r o p l a t e  R e a d e r  f r o m  T e c a n  A G

•  F o u r i e r - t r a n s f o r m e d  i n f r a r e d  s p e c t r o m e t e r  ( F R - I R ) ;  a t t e n u a t e d  

t o t a l  r e f l e c t i o n  ( A T R - F T I R ;  T h e r m o  N i c o l e t  N e x u s  6 7 0 ;  r e s o l u t i o n  o f  4  c m '1 a n d  1 2 8  

s c a n s )

•  C o n t a c t  a n g l e  g o n i o m è t r e  ( K R U S S  G m b h  G e r m a n y ;  M o d e l :  

D S A 1 0 - M k 2  T I C )

•  S c a n n i n g  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  ( S E M ;  A  J E O L  J S M  5 4 1 0 L V 0 )

3 .2 .3  E q u i p m e n t  f o r  C e l l  C u l t u r e  S t u d y

•  A  T h e r m o s p e c t r o n i c  G e n e s i s l O  U V - v i s i b l e  s p e c t r o p h o t o m e t e r

•  U n i v e r s a l  T e s t i n g  M a c h i n e  ( U T M ;  S H I M A D Z U ,  E Z - S X )

•  p H  M e t e r  ( D E N V E R  I n s t r u m e n t ;  M o d e l  2 2 0 )

3 .2  E q u ip m e n t
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3 .3 .1  P r e p a r a t i o n  o f  E l e c t r o s p u n  F i b e r  M a t s

1. T h e  s p i n n i n g  s o l u t i o n  w a s  p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  t h e  1 2 %  ( w / v )  

o f  P C L  5 0 : 5 0 ( v / v )  D C M / D M F .

2 . T h e  a s - p r e p a r e d  s o l u t i o n  w a s  c o n t i n u o u s l y  s t i r r e d  u n t i l  c l e a r  

s o l u t i o n  w a s  o b t a i n e d .

3 . T h e  s o l u t i o n  w a s  f e d  i n t o  t h e  g l a s s  s y r i n g e s  f i t t e d  w i t h  n e e d l e s .

4 . T h e  A1 s h e e t  w a s  w r a p p e d  a r o u n d  t h e  r o t a t i n g  c y l i n d e r  ( r o t a t i n g  

s p e e d  : 5 0  r p m )  a s  a  c o l l e c t o r .

5 . T h e  d i s t a n c e  b e t w e e n  n e e d l e ’s  t i p  a n d  c o l l e c t o r  w a s  f i x e d  a t  15  c m .

6 . A  v o l t a g e  d c  p o w e r  s u p p l y  w a s  u s e d  to  g e n e r a t e  a  h i g h  d c  p o t e n t i a l  

f o r  P C L  a t  21  k v .

T h e  m o r p h o l o g i c a l  a p p e a r a n c e  a n d  s i z e  o f  t h e  i n d i v i d u a l  f i b e r s  o f  t h e  

s c a f f o l d s  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  a  J E O L  J S M - 5 2 0 0  s c a n n i n g  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  

( S E M ) .  F i b r o u s  s c a f f o l d s  w e r e  d r i e d  in  a i r  o v e r n i g h t  to  r e m o v e  s o lv e n t .  E a c h  

s p e c i m e n  w a s  c o a t e d  w i t h  a  t h i n  l a y e r  o f  g o ld  b y  u s i n g  a  J E O L  J F C - 1 1 0 0 E  io n  

s p u t t e r i n g  d e v i c e  p r i o r  to  S E M  o b s e r v a t i o n .  T h e  a v e r a g e  d i a m e t e r s  o f  a s -  s p u n  f i b e r s  

w e r e  d e t e r m i n e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  d i a m e t e r s  a t  l e a s t  1 0 0  p o i n t s  f r o m  5 S E M  i m a g e s  

a r e  s t a t i s t i c a l l y  a n a l y z e d  u s in g  S e m A p h o r e  4 .0  s o f t w a r e .  T h e  a r i t h m e t i c  m e a n  

v a l u e s  o f  t h e  i n d i v i d u a l  f i b e r  d i a m e t e r s  in  t h e  P C L  f i b r o u s  s c a f f o l d s  w e r e  d e t e r m i n e d  

to  b e  0 .5 0  ะ!ะ 0 .0 5  p m .

3 .3 .2  S u r f a c e  M o d i f i c a t i o n  o f  F i b r o u s  S c a f f o l d s  v i a  A m i n o l v s i s  a n d  

I m m o b i l i z a t i o n  o f  P r o t e i n

T h e  P C L  f i b r o u s  s c a f f o l d s  w e r e  i m m e r s e d  i n  e t h a n o l / w a t e r  ( 1 : 1 ,  v /v )  

f o r  2 - 3  h  t o  c l e a n  t h e  f i b e r  s u r f a c e  a n d  t h e n  w a s h e d  w i t h  l a r g e  a m o u n t  o f  d i s t i l l e d  

w a t e r .  T h e  P C L  s c a f f o l d s  w e r e  s u b s e q u e n t l y  i m m e r s e d  in  0 .2  g /m l  H M D / I P A  

s o l u t i o n  o f  v a r y i n g  r e a c t i o n  t im e  ( 1 0 ,  3 0 ,  6 0 ,  1 2 0 , 1 8 0  m i n )  a t  3 0 ° c .  T h e  a m i n o l y z e d  

f i b r o u s  s c a f f o l d s  w e r e  t h e n  r i n s e  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r  f o r  2 4  h  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  to  

r e m o v e  u n r e a c t e d  H M D ,  t h e n  d r i e d  in  v a c u o  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .

3 .3  M e th o d o lo g y
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A m i n o l y z e d  P C L  f i b r o u s  s c a f f o l d s  w e r e  t h e n  a c t i v a t e d  b y  i m m e r s i n g  

o b t a i n e d  f i b r o u s  s c a f f o l d s  in  0 .1  M  D S C / D M S O  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  0 .1  M  T E A  f o r  a n  

h o u r  a t  a m b i e n t  t e m p e r a t u r e ,  r e s p e c t i v e l y .  F o l l o w e d  b y  r i n s i n g  w i t h  l a r g e  a m o u n t  o f  

d i s t i l l e d  w a t e r .

T h e  s c a f f o l d s  w e r e  t h e n  d i r e c t l y  t r a n s f e r r e d  to  3 m g / m l  o f  B S A / P B S  

a t  a m b i e n t  t e m p e r a t u r e  f o r  2 4  h  I m m o b i l i z e d  f i b r o u s  s c a f f o l d s  w e r e  t h e n  r i n s e d  b y  

s o a k i n g  in  d i s t i l l e d  w a t e r  f o r  2 4  h  T h e  s a m p l e s  w e r e  d r i e d  in  v a c u o  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e .

B y  r e a c t i o n  w i t h  1 ,6 - h e x a m e t h y l e n e d i a m i n e  ( H M D ) ,  a m i n o  g r o u p s  

c a n  b e  c o v a l e n t l y  i n t r o d u c e d  o n to  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  P C L  f i b r o u s  s c a f f o l d s .  O n e  

a m i n o  g r o u p  ( N H 2)  o f  H M D  r e a c t s  w i t h  a n  e s t e r  g r o u p  ( - C O O - )  o f  p o l y m e r  to  f o r m  

t h e  a m i d e  l i n k a g e  ( - C O N H - ) ,  w h i l e  a n o t h e r  a m i n o  g r o u p  is  u n r e a c t e d  a n d  f r e e  f o r  

t h e  f u r t h e r  r e a c t i o n .  T h e s e  f r e e  N H 2 g r o u p s  c a n  b e  u s e d  a s  a c t i v e  s i t e s  t h r o u g h  w h i c h  

p r o t e i n s  l i k e  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  ( B S A )  c a n  b e  b o n d e d  t o  t h e  s u r f a c e  u s i n g  N , N ’- 

d i s u c c i n i m i d y l  c a r b o n a t e  ( D S C )  a s  a  c o u p l i n g  a g e n t .  H o w e v e r ,  t o  a v o i d  

a g g r e g r a t i o n ,  t w o - s t e p  p r o c e d u r e  w a s  e m p l o y e d .  T h e  a t t a c h e d  a m i n o  g r o u p s  h a d  

b e e n  f i r s t  a c t i v a t e d  w i t h  D S C  w h ic h  N - h y d r o x y s u c c i n i m i d e  b e i n g  l o s t  f r o m  t h e  

r e a c t i o n  a n d  t h e  a s - f o r m e d  s u c c i n i m i d y l  e s t e r s  w e r e  l a t e r  r e a c t e d  w i t h  r e s p e c t i v e  

b i o m o l e c u l e ,  B S A ,  w i t h  N - h y d r o x y s u c c i n i m i d e  a g a i n  b e i n g  c l e a v e d  f r o m  t h e  

r e a c t i o n .  T h e  c h e m i c a l  p a t h w a y  f o r  t h e  i m m o b i l i z a t i o n  o f  b i o m o l e c u l e  o n  t h e  s u r f a c e  

o f  p o l y m e r i c  f i b r o u s  s c a f f o l d s  is  s u m m a r i z e d  in  th e  F i g u r e  3 .1 .

Polymeric
fibrous scaffolds

’‘ Biomolecules: BSA =H ;N -^H |P  

1DSC: N,N'-disuccinimidylcarbonate

F i g u r e  3 .1  T h e  c h e m i c a l  p a t h w a y  f o r  t h e  i m m o b i l i z a t i o n  o f  p r o t e i n  o n t o  p o l y m e r i c  
f i b r o u s  s c a f f o l d s .
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3 .3 .3  D e g r a d a t i o n  E x p e r i m e n t

T h e  f i b r o u s  s c a f f o l d s  w h i c h  p r o d u c t  f r o m  P C L  v i a  e l e c t r o s p i n n i n g  

t e c h n i q u e  w e r e  e x a m i n e d  t h e  d e g r a d a t i o n  i n  t h e  a b s e n c e  a n d  p r e s e n c e  o f  e n z y m e  

l i p a s e  f r o m  Pseudomonas sp. I n  p h o s p h a t e  b u f f e r  s a l i n e  ( P B S )  s o l u t i o n .  B r i e f ly ,  t h e  

p o l y m e r i c  s c a f f o l d s  f r o m  e a c h  c o n d i t i o n  h a d  b e e n  s e p a r a t e l y  i m m e r s e d  in  5  m l  o f  

0 .1 M  P B S ,  p H  7 .4  w i t h  o r  w i t h o u t  l i p a s e  (.Pseudomonas sp., 4 5  u n i t s /1 )  f o r  4  w e e k s .  

T h e  b u f f e r  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  l i p a s e  w a s  r e p l a c e d  e v e r y  8 4  h .  s o  t h a t  t h a t  e n z y m e  

a c t i v i t i e s  w e r e  m a i n t a i n e d  a t  a  c o n s t a n t  l e v e l  t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t .  T h e  

s a m p l e s  w e r e  t a k e n  o u t  a t  t h e  d i f f e r e n t  t i m e  i n t e r v a l s ,  a n d  w a s h e d  t h o r o u g h l y  w i t h  

d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  d r i e d  in  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  2 4  h .  a n d  t h e n  w e r e  d r i e d  in  

v a c u u m  f o r  4 8  h . T h e  w e i g h t  r e m a i n i n g ,  m o r p h o l o g i c a l  p r o p e r t i e s ,  a n d  t h e r m a l  

p r o p e r t i e s  o f  t h e  s c a f f o l d s  w e r e  m o n i t o r e d  to  d e t e r m i n e  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  t h e  

f i b r o u s  s c a f f o l d s .

3 .3 .4  F i b r o u s  S c a f f o l d s  C h a r a c t e r i z a t i o n

3.3.4.1 Contact Angle Measurement
A  c o n t a c t  a n g l e  g o n i o m e t e r  ( K R U S S  G m b h  G e r m a n y ;  

M o d e l :  D S A 1 0 - M k 2  T I C )  e q u i p p e d  w i t h  a  G i l m o n t  s y r i n g e  a n d  a  2 4 - g a u g e  f l a t -  

t i p p e d  n e e d l e  w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  c o n t a c t  a n g l e s  o f  a  w a t e r  d r o p  o n  t h e  s u r f a c e s  o f  

b o th  t h e  n e a t  a n d  t h e  s u r f a c e - m o d i f i e d  p o l y m e r i c  s c a f f o l d s .  T h e  m e a s u r e m e n t s  w e r e  

c a r r i e d  o u t  b y  t h e  s e s s i l e  d r o p  m e t h o d  i n  a i r  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  in  p e n t p l i c a t e  o n  

d i f f e r e n t  a r e a s  o f  e a c h  s a m p l e .

3.3.4.2 Protein Absorption Test
T h e  p r o t e in  o n  t h e  s u r f a c e  o f  p r o t e i n - a d s o r b e d  f i lm s  w a s  

d e t a c h e d  f r o m  t h e  p o l y m e r  s u r f a c e  b y  i m m e r s i n g  t h e  s a m p l e  in  2  m L  o f  1 %  ( w / v )  

s o d i u m  d o d e c y l  s u l f a t e  ( S D S )  a q u e o u s  s o l u t i o n  f o r  3 0  m i n .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

p r o t e i n  d i s s o l v e d  in  S D S  s o l u t i o n  c a n  b e  d e t e r m i n e d .  T h e  p r o t e i n  a d s o r p t i o n  t e s t  w a s  

c a r r i e d  o u t  b a s e d  o n  b i c i n c h o n i n i c  a c i d  m e t h o d  b y  u s i n g  P i e r c e  B C A  p r o t e i n  a s s a y  

k i t .  T h e  S D S  s o l u t i o n  w i t h  d i s s o l v e d  p r o t e i n  o f  2 5  p L  w a s  p i p e t t e  i n t o  9 6 - w e l l  p l a t e .  

T h e  B C A  w o r k i n g  s o l u t i o n  o f  2 0 0  p L  w a s  t h e n  l ô i p e t t e  i n t o  e a c h  w e l l .  T h e  m i x t u r e  

o f  p r o t e i n  i n  S D S  s o l u t i o n  a n d  B C A  w o r k i n g  r e a g e n t  i n  t h e  p l a t e  w e r e  s h o o k  

t h o r o u g h l y  o n  a  p l a t e  s h a k e r  f o r  3 0  s e c o n d s  i n  o r d e r  to  m i x  t h e  s o l u t i o n  w e l l .
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T h e  p l a t e  w a s  c o v e r e d  a n d  i n c u b a t e d  a t  6 0 ° c  f o r  3 0  m i n .  T h e n ,  t h e  p l a t e  w a s  c o o l e d  

to  r o o m  t e m p e r a t u r e .  M i c r o p l a t e  r e a d e r  m o d e l  I n f i n i t e  2 0 0  P R O  N a n o Q u a n t  

M u l t i m o d e  M i c r o p l a t e  R e a d e r  f r o m  T e c a n  A G  w a s  u s e d  to  d e t e r m i n e  t h e  o p t i c a l  

d e n s i t y  o f  s a m p l e s  a t  t h e  w a v e l e n g t h  o f  5 6 2  n m  in  B C A  a s s a y .

3.3.4.3 Weight Loss o f Fibrous Scaffolds
T h e  w e i g h t  l o s s  o f  f i b r o u s  s c a f f o l d  w a s  m e a s u r e d  a n d  

c a l c u l a t e d  b y  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n s

W e i g h t  l o s s  ( % )  =  ^ P  X 1 0 0

W h e r e  W j  i s  t h e  i n i t i a l  w e i g h t  o f  t h e  s c a f f o l d s  a n d  W f  i s  t h e  w e i g h t  o f  t h e  s c a f f o l d  a t  

t h e  g iv e n  d e g r a d a t i o n  t i m e  p o in t ,  i m m e r s e d  in  0 .1  M  P B S  s o l u t i o n .  T h e  w e i g h t  l o s s  

w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  t h o s e  o f  f i v e  s a m p l e s  i n  e a c h  g r o u p .

3.3.4.4 Scanning electron microscopy (SEM)
E l e c t r o s p u n  f i b r o u s  s t r u c t u r e s  w e r e  s p u t t e r  c o a t e d  w i th  g o ld  

b y  u s in g  a  J E O L  J F C - 1 1 0 0 E  d e v ic e  p r i o r  t o  S E M  o b s e r v a t i o n .  T h e i r  m o r p h o l o g i e s  

w e r e  o b s e r v e d  b y  S E M  ( J E O L  J S M - 5 2 0 0 ,  J a p a n )  a t  a n  a c c e l e r a t i n g  v o l t a g e  o f  2  k v .

3.3.4.5 Thermal Propetries o f Fibrous Scaffolds
N E T Z S C H  D S C  2 0 4  F I  d i f f e r e n t i a l  s c a n n i n g  c a l o r i m e t e r  

( D S C )  w a s  u s e d  t o  i n v e s t i g a t e  th e  c r y s t a l l i z a t i o n  b e h a v i o r  o f  t h e  f i b r o u s  s c a f f o l d s  

b e f o r e  a n d  a f t e r  d e g r a d a t i o n s .  E a c h  s a m p l e  o f  a b o u t  3 m g  w a s  f i r s t  h e a t e d  f r o m  r o o m  

t e m p e r a t u r e  t o  a b o v e  m e l t i n g  t e m p e r a t u r e  o f  t h o s e  s c a f f o l d s  a b o u t  5 0 ° c  ( th e  m e l t i n g  

t e m p e r a t u r e  o f  P C L  a r e  a b o u t  6 0 ° C )  a t  a  r a t e  o f  1 0 ° c  m i n '^ H E A T l ) .  A f t e r  t h a t  t h e  

s a m p l e  w a s  c o o l e d  d o w n  t o  2 0 ° c  a t  a  r a t e  o f  - 1 0 ° c  m i n '1 ( C O O L )  a n d  t h e n  r e h e a t e d

t o  t h e  s a m e  t e m p e r a t u r e  a t  t h e  s a m e  r a t e  ( F I E A T 2 ) .  T h e  a p p a r e n t  d e g r e e  o f  

c r y s t a l l i n i t y  o f  t h e  e a c h  f i b r o u s  s c a f f o l d  w a s  a s s e s s e d  f r o m  t h e  e n t h a l p y  o f  f u s i o n  a s  

o b t a i n  f r o m  F I E A T 1 .

C r y s t a l l i z a t i o n  is  a n  e x o t h e r m a l  t r a n s i t i o n .  I t  o c c u r s  a t  

t e m p e r a t u r e s  s l i g h t l y  l o w e r  t h a n  t h e  m e l t i n g  p o i n t  o f  t h e  p o l y m e r .  T h e  c r y s t a l l i z a t i o n  

o f  a  p o l y m e r  d e p e n d s  o n  t h e  c a p a c i t y  o f  i t s  c h a i n s  to  m o v e  a n d  f o r m  a  c r y s t a l l i n e
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s t r u c t u r e .  T h e  H c is  i n d i c a t i v e  o f  p o l y m e r  c h a i n  l e n g t h .  T h e  c r y s t a l l i z a t i o n  

t e m p e r a t u r e  a n d  e n t h a l p y  a r e  d e f i n e d  a s  t h e  m a x i m u m  o f  t h e  c r y s t a l l i z a t i o n  p e a k  a n d  

t h e  a r e a  u n d e r  t h e  c r y s t a l l i z a t i o n  c u r v e  r e s p e c t i v e l y .

M e l t i n g  is  a n d  e n d o t h e r m a l  t r a n s i t i o n ,  t h e  m e l t i n g  p o i n t  is  

d e f i n e d  a s  t h e  m e l t i n g  p o i n t  is  d e f i n e d  a s  t h e  m i n i m u m  o f  t h e  m e l t i n g  p e a k .  T h e  

m e l t i n g  p o i n t  o f  t h e  P C L  u s e d  f o r  t h i s  s t u d y  r a n g e s  b e t w e e n  6 0 ° c .  T h e  h e a t  o f  f u s io n  

i s  t h e  a r e a  u n d e r  t h e  m e l t i n g  p e a k .  O n l y  t h e  c r y s t a l l i n e  r e g i o n s  o f  t h e  P C L  h a v e  a  

m e l t i n g  t e m p e r a t u r e .

T h e  h e a t  o f  f u s i o n  is  t h u s  u s e d  t o  c o m p u t e  t h e  p e r c e n t a g e  o f  

c r y s t a l l i n i y ,  x c c a l c u l a t e d  a s :

Xc(%) = M m
M ~ o

xioo

W h e r e ,  AH 771 w a s  t h e  m e a s u r e d  e n t h a l p y  o f  m e l t i n g  a n d  AH771° w a s  t h e  e n t h a l p y  o f  

m e l t i n g  o f  1 0 0 %  c r y s t a l l i n e  p o ly m e r .  F o r  P C L ,  AH771° =  1 3 9 .5  J / g  ( P i t t  et al., 1 9 8 1 )

3.3.4.6 Mechanical Characterization
T h e  f i b r o u s  s t r u c t u r e s  w e r e  c u t  i n t o  1 c m  X 8 c m  r e c t a n g u l a r  

s h a p e s  a n d  t e s t e d  f o r  t e n s i l e  p r o p e r t y  w i t h  a n  u n ia x i a l  t e n s i l e  t e s t e r .  S a m p l e  w i d t h  

a n d  t h i c k n e s s  w e r e  m e a s u r e d  u s in g  a  m i c r o m e t e r  b e f o r e  b e i n g  g r i p p e d  w i th i n  t h e  

t e n s i l e  t e s t e r  c l a m p s  o f  t h e  I n s t r o n .  S a m p l e s  w e r e  t e s t e d  t o  f a i l u r e  w i t h  a  5 0 0  N  l o a d  

c e l l  a n d  1 0  m m  m i n '1 c r o s s h e a d  s p e e d .  T h e  m o d u l u s  w a s  d e t e r m i n e d  b y  c o m p a r i n g  

t w o  s t r e s s - s t r a i n  p o i n t s  in  t h e  in i t i a l  l i n e a r  r e g i o n  o f  t h e  c u r v e .  T h e  u l t i m a t e  t e n s i l e  

s t r e n g t h  ( U T S )  w a s  t a k e n  a s  t h e  h ig h e s t  s t r e s s  p o in t  r e a c h e d  o n  t h e  c u r v e .  F i v e  

r e p l i c a t e s  o f  e a c h  s a m p l e  ty p e  w e r e  t e s t e d  p e r  t im e  p o in t .

3.3.4. 7 pH o f degradation buffer
T h e  p H  o f  t h e  d e g r a d a t i o n  b u f f e r  in  e v e r y  t e s t  t u b e  w a s  

m e a s u r e d  w i t h  a  p H  m e te r  t w i c e  a  w e e k .
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3 .3 .5  B i o l o g i c a l  C h a r a c t e r i z a t i o n s

O s t e o b l a s t  ( M C 3 T 3 - E 1 )  c e l l  l i n e s  a r e  u s e d .  M C 3 T 3 - E 1  c e l l s  w e r e  

c u l t u r e d  i n  a - M E M  m e d i u m  s u p p l e m e n t e d  w i t h  1 0 % F B S ,  l % L - g l u t a m i n e  a n d  1 %  

a n t i b i o t i c  a n d  a n t i m y c o t i c  f o r m u l a t i o n  ( c o n t a i n i n g  p e n i c i l l i n  G  s o d i u m ,  s t r e p t o m y c i n  

s u l f a t e ,  a n d  a m p h o t e r i c i n  B ) .  T h e  m e d i u m  w a s  r e p l a c e d  e v e r y  2  d a y s  a n d  th e  

c u l t u r e d  c e l l s  w e r e  m a i n t a i n e d  a t  37°c in  a  h y m i d i f i e d  a t m o s p h e r e  c o n t a i n i n g  5% 
C 0 2.

3.3.5.1 Cell Culturing
T h e  15  m m - d i a m e t e r  c i r c u l a r  s p e c i m e n  w a s  p u t  i n t o  2 4 - w e l l  

t i s s u e - c u l t u r e  p o l y s t y r e n e  p l a t e  ( T C P S ) .  T h e  p l a t e  w a s  s t e r i l i z e d  w i th  7 0 %  e t h a n o l  

f o r  3 0  m i n .  T h e  s p e c i m e n s  w e r e  w a s h e d  w i t h  a u t o c l a v e d  d e i o n i z e d  w a t e r ,  P B S  a n d  

i m m e r s e d  in  S F M  o v e r n i g h t .  T h e  s p e c i m e n s  w e r e  p r e s s e d  w i t h  a  m e t a l  r i n g  ( a b o u t  

12  m m  in  d i a m e t e r )  f o r  t h e  c o m p l e t e  c o n t a c t  b e t w e e n  t h e  p l a t e  a n d  t h e  s p e c i m e n s .  

T h e  M C 3 T 3 - E 1  c e l l s  w e r e  t r y p s i n i z e d  [ 0 .2 5 %  t r y p s i n  c o n t a i n i n g  l m  M E D T A  

( I n v i t r o g e n  C o r p . ,U S A ) ]  a n d  c o u n t e d  b y  a  h e m a c y t o m e t e r  ( F la u s s e r  S c ie n t i f i c ,  

U S A ) .  T h e  d e n s i t y  o f  s e e d e d  c e l l s  o n  t h e  s p e c i m e n  w a s  4 0 ,0 0 0  c e l l s / c m 2. T h e  w e l l  o f  

T C P S  w i t h o u t  a n y  s p e c i m e n  w a s  u s e d  a s  a  c o n t r o l .  T h e  c u l t u r e d  c e l l s  w e r e  k e p t  a t  

37°c u n d e r  5 %  C 0 2.

3.3.5.2 Determination o f Cytotoxicity
E a c h  o f  t h e  n e a t ,  a m i n o l y z e d ,  a c t i v a t e d  a n d  B S A -  

i m m o b i l i z e d  f i b e r  m a t  s p e c i m e n s  w e r e  d e t e r m i n e d  f o r  t h e i r  i n d i r e c t  c y t o t o x i c i t y  a n d  

T C P S  w a s  u s e d  a s  a  c o n t r o l .  T h e  e x t r a c t i o n  m e d i u m  w a s  p r e p a r e d  b y  i m m e r s i n g  t h e  

s a m p l e  in  2 4 - w e l l  p l a t e  c o n t a i n i n g  a  s e r u m - f r e e  m e d i u m  ( S F M )  w h i c h  w a s  k e p t  a t  

3 7 ° c  u n d e r  5 %  C 0 2 f o r  1 , 3 a n d  7 d .  4 0 ,0 0 0  M C 3 T 3 - E 1  c e l l s / w e l l  w e r e  s e p a r a t e l y  

c u l t u r e  i n  a n o t h e r  2 4 - w e l l  p l a t e  f o r  1 d  to  a l l o w  c e l l s  to  a t t a c h  t o  t h e  p l a t e .  T h e  c e l l s  

w e r e  t h e n  s t a r v e d  w i t h  S F M  f o r  a n o t h e r  1 d . A f t e r  t h e  s t a r v a t i o n ,  t h e  c u l t u r e  m e d i u m  

w a s  r e p l a c e d  w i t h  t h e  p r e p a r e d  e x t r a c t i o n  m e d i u m .  T h e  c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  in  th e  

e x t r a c t i o n  m e d i u m  f o r  2 4  h  b e f o r e  t h e  M T T  a s s a y  w a s  p e r f o r m e d  to  d e t e r m i n e  th e  

a m o u n t  o f  v i a b l e  c e l l s .
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3.3.5.3 MTT assay
M T T  a s s a y  i s  a  q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s  t o  d e t e r m i n e  c e l l  

v i a b i l i t y .  L i v i n g  c e l l s  a r e  a b l e  t o  u s e  t h e  e n z y m e  c a l l e d  s u c c i n a t e  d e h y d r o g e n a s e  in  

m i t o c h o n d r i a  t o  r e a c t  w i t h  t h e  y e l l o w  M T T  r e a g e n t ,  p r o d u c i n g  p u r p l e  f o r m a z a n  

p r o d u c t  w h o s e  a m o u n t  is  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  n u m b e r  o f  v i a b l e  c e l l .  

D i m e t h y l s u l f o x i d e  ( D M S O )  w a s  u s e d  to  d i s s o l v e  t h e  p u r p l e  f o r m a z a n  p r o d u c t  i n s i d e  

c e l l  t o  f i n d  t h e  a b s o r b a n c e  a t  5 7 0  n m .

I n  o r d e r  to  p e r f o r m  M T T  a s s a y ,  t h e  c u l t u r e  m e d i u m  w a s  

r e m o v e d  o u t  f r o m  e a c h  w e l l  a n d  i n c u b a t e d  w i t h  M T T  s o l u t i o n  a t  3 7 ° c  f o r  3 0  m i n  

t h e n  t h e  M T T  s o l u t i o n  w a s  r e m o v e d  a f t e r w a r d s .  A  b u f f e r  s o l u t i o n ,  c o n t a i n i n g  

9 0 0  p L / w e l l  o f  d i m e t h y l s u l f o x i d e  ( D M S O )  a n d  1 2 5  p L / w e l l  o f  g l y c i n e  b u f f e r  ( p H  

1 0 ) , w a s  a d d e d  in  e a c h  w e l l  t o  d i s s o l v e  p u r p l e  f o r m a z a n  c r y s t a l .  T h e  s o l u t i o n  w a s  

s h a k e n  f o r  1 0  m i n  t h e n  f i l l e d  i n  t h e  c u v e t t e  a n d  p l a c e d  i n t o  a  U V - V i s  

s p e c t r o p h o t o m e t e r  ( T h e r m o s p e c t r o n i c  G e n e s i s  1 0  U V - V i s i b l e  s p e c t r o p h o t o m e t e r )  to  

m e a s u r e  t h e  a b s o r b a n c e  a t  5 7 0  n m .  T h e  a b s o r b a n c e  w a s  r e l a t e d  to  t h e  n u m b e r  o f  
l i v i n g  c e l l s .

3.4 Statistical Analysis

A l l  t h e  r e s u l t s  a r e  e x p r e s s e d  a s  a  m e a n  ±  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  ( S D ) .  A N O V A  

s in g l e  f a c t o r  a n a l y s e s  w e r e  d o n e  a n d  t h e  v a l u e s  o f  p  <  0 .0 5  w e r e  c o n s i d e r e d  

s i g n i f i c a n t .  E a c h  p a r a m e t e r  w a s  r e p e a t e d  o n  3 s a m p l e s  (ท = 3 ) .
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