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BCP - ceramika dwufazowa
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HCP - struktura heksagonalna gesto upakowana

HSA - ludzka albumina
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I. WPROWADZENIE W TEMATYKE PRACY

Nanotechnologia stanowi dziedzine nauki dostarczajaca innowacyjnych rozwigzan na
wielu plaszczyznach zycia, rowniez takich, ktore moga bezposrednio wpltywac na poprawe
jego komfortu. Jednym z wazniejszych zastosowan nanostruktur jest ich aplikacja
w medycynie. Od lat obserwuje si¢ rozwdj systeméw dostarczania lekéw oraz ukladow
o dzialaniu antybakteryjnym opartych na nanostrukturach. Nanoczastki o dziataniu
antybakteryjnym potencjalnie moga stanowic alternatywe dla antybiotykow, badZ wspomagac
ich dzialanie w zwalczaniu drobnoustrojow, co w kontekscie rosnacej lekoopornosci réznego
rodzaju bakterii, moze okazac si¢ trudnym wyzwaniem.

Na ataki drobnoustrojow szczegdlnie narazone sg osoby o odpornosci obnizonej na skutek
chorob przewleklych, jak i pacjenci po zabiegach chirurgicznych podlegajacy hospitalizacji. Ci
ostatni sa dodatkowo narazeni na tzw. zakazenia wewnatrzszpitalne, czesto bakteriami
wykazujacymi lekoopornos¢, czy nawet wielolekoopornosé, do ktérych moze dochodzi¢
rowniez podczas zabiegéw chirurgicznych, na przyklad podczas implantacji. Z tego wiasnie
powodu, wiele grup badawczych skupia sie obecnie na wytwarzaniu wielofunkcyjnych
biomateriatow, ktére poza wspieraniem regeneracji tkanek, moga wykazywa¢ dodatkowe
wlasciwosci antybakteryjne.

Wyzwanie, zjakim w tym zakresie mierzy si¢ swiat nauki, jak iinterdyscyplinarnosc¢
i zZlozonos$¢ zagadnienia stanowily motywacje do podjecia tematyki niniejszej rozprawy
doktorskiej, w ktdrej skupiono si¢ na nadaniu powierzchni szeroko stosowanego w medycynie
stopu tytanu  Ti-6Al-4V ~ dodatkowej  funkcjonalnosci ~ w postaci  aktywnosci

przeciwdrobnoustrojowej, wykorzystujac mozliwosci jakie oferuje nanostrukturalne srebro.
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II. CEL I ZAKRES PRACY

Cel pracy obejmowat opracowanie metody otrzymania oraz charakterystyke powlok
polimerowo-ceramicznych nanoszonych na stop Ti-6Al-4V zawierajacych fosforan wapnia -
hydroksyapatyt oraz nanoczastki srebra, dedykowanych do zastosowan w inzynierii
tkankowej. W tym celu okreslony zostat wptyw sktadu powlok polimerowo-ceramicznych na
ich strukture oraz biozgodnosc.

Prace oparto na nastepujacych celach szczegdtowych:

e otrzymanie wodnych ekstraktow oraz naparow z lisci $wiezego karczocha
zwyczajnego (Cynara scolymus), suszonych lisci czystka (Cistus incanus) oraz ziaren
ostropestu plamistego (Silybum marianum) oraz oceng ich zdolnosci wygaszania
wolnych rodnikow,

e otrzymanie z zastosowaniem wyselekcjonowanych wodnych ekstraktéw inaparéw
roslinnych nanoczastek srebra oraz ocene ich cytotoksycznosci oraz potencjatu
bakteriobdjczego

e otrzymanie i charakterystyke hydroksyapatytu oraz zastosowanie go jako skladnika
powlok polimerowo-ceramicznych,

e opracowanie idobdr skladu powlok polimerowo-ceramicznych zawierajacych
nanoczastki srebra,

e przeprowadzenie badan pozwalajacych okresli¢ biozgodnos¢ materialdéw oraz ich
aktywno$¢ przeciwbakteryjna.

Prace laboratoryjne przeprowadzone w ramach niniejszego tematu skupily sie na trzech
gléwnych  Sciezkach  badawczych: otrzymywaniu nanoczastek srebra, syntezie
hydroksyapatytu (HAp), otrzymywaniu powlok polimerowo-ceramicznych opartych na
zwigzkach polimerowych, HAp inanoczastkach srebra, a finalnie analizie wlasciwosci
fizykochemicznych, strukturalnych oraz biologicznych otrzymanych materiatow

powtokowych.

-11-



W  niniejszej pracy postanowiono podja¢ badania nad materiatami polimerowo-
ceramicznymi zawierajacymi nanoczastki srebra zastosowanymi jako powloki na stopie
Ti-6Al-4V. Zaprezentowane podejScie stanowi nowa sciezke w badaniach dotyczacych
modyfikacji powierzchni implantoéw metalowych, gdyz w wigkszosci uwaga Swiata nauki
skupia si¢ na materialach wspomagajacych procesy regeneracji tkanek, nie aktywnosci
antybakteryjnej materiatdéw. Postawiono wiec nastepujaca teze:

Modyfikacja powierzchni stopu tytanu Ti-6Al-4V przez naniesienie powtok polimerowo-
ceramicznych zawierajgcych nanoczqstki srebra powoduje zwiekszenie biozgodnosci oraz
nadanie aktywnosci antybakteryjnej implantom.

Celem naukowym pracy bylo dokonanie charakterystyki fizykochemicznej materiatu
podioza znaniesiong powloka oraz ocena jej biozgodnosci oraz aktywnosci
przeciwbakteryjnej. Z kolei celem uzytkowym - opracowanie skladu oraz metody

otrzymywania powtloki polimerowo-ceramicznej o pozadanych witasciwosciach.

-12-



II1.CZESC TEORETYCZNA
1. Biomaterialy metaliczne - wprowadzenie

Pierwsze historyczne $lady $wiadczace o zastosowaniu metali jako materiatéw
wszczepialnych zwigzane sa z kulturami starozytnego Egiptu oraz Chin, gdzie wroli
implatéw wykorzystywano elementy wykonane z Zelaza oraz zlota. Nieustajacy rozwdj nauk
materiatowych jak ibiologicznych warunkowat ciggle doskonalenie biomaterialéw, a co za
tym idzie coraz czestsze ich stosowanie [1-3]. Nieustajacy wzrost zapotrzebowania na ta klase
biomateriatow zwiazany jest przede wszystkim z mozliwoscig ich zastosowania w naprawie
ztaman kosci dlugich. Niemniej jednak sa one réwniez stosowane do wytwarzania ptytek
zespalajacych i stabilizujacych, igiet srodszpikowych, stentéw naczyniowych oraz w praktyce
dentystycznej i ortodontycznej [4]. Gildwne obszary zastosowania biomaterialéw metalicznych

przedstawiono na rysunku 1.

Rysunek 1. Gléwne obszary zastosowania biomaterialéw metalicznych [5].
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1.1. Stale austenityczne

Pierwszymi materialami metalowymi dedykowanymi do stosowania w leczeniu ztaman
kosci u czlowieka byty srebro oraz tzw. stal wanadowa Shermana, z ktérych wytwarzano
druty, plytki isruby zespalajace [6]. Materialy te byly kiopotliwe z punktu widzenia
niewystarczajacych wlasciwosci mechanicznych. Rozwigzanie tego problemu nadeszto w 1931
roku, kiedy po raz pierwszy do produkci implantéw zastosowano stal nierdzewna.
Odpornos¢ na korozje, wytrzymatos¢ i biokompatybilnos¢ stali nierdzewnej sprawity, ze
implanty wykonane z tego materiatu sg szeroko stosowane rowniez wspdtczesnie. Pierwsza
stalg nierdzewna zastosowana do wytwarzania implantow byta stal 18-8 (typ 302 wediug
wspoltczesnej klasyfikacji), ktora nastepnie zostata wyparta przez stal 316 cechujaca sie lepsza
odpornoscia na korozje wzerowa, ze wzgledu na dodatek molibdenu. W latach 50. XX wieku
zawartos¢ wegla w stali 316 zmniejszono z 0.08% do 0.03%, w celu zwigkszenia jej odpornosci
na korozje w stonej wodzie, a materiat o tak zmienionym skfadzie stat si¢ znany jako stal 316L
[7,8]. Poza zelazem, chrom jest gtownym skladnikiem stali nierdzewnej ito wtasnie
odpowiednio wysoka zawartos¢ tego pierwiastka zapewnia dodatni potencjat korozyjny stali
typu 316L oraz odpornos¢ na korozje w warunkach utleniajacych, z kolej obecno$¢ niklu -
odpornoé¢ na korozje naprezeniowa. Stabilna struktura stali austenityczna 316L uzyskiwana
jest poprzez przesycenie materialu w zakresie temperatur 1000-1100°C, a odpowiednia
wytrzymalo$¢ na rozciaganie dzigki zastosowaniu obrobki plastycznej na zimno badz przez
zwiekszenie zawarto$ci azotu w stali [9].

Niewatpliwa wada stali typu 316L jest ich nizsza odporno$¢ na korozje elektrochemiczna
w srodowisku ptynéw ustrojowych w poréwnaniu do np. stopdéw tytanu, ktére wykazuja
w takich warunkach wieksza tendencje do samopasywacji. W konsekwencji rownoczesny
wplyw $rodowiska organizmu oraz naprezen rozciagajacych i $ciskajacych naraza stalowy
implant na niszczenie na skutek korozji naprezeniowej. Z tego powodu szybsze niszczenie
implantéw stalowych obserwuje si¢ w przypadku wszczepow poddawanym duzym

obciazeniem np. stosowanych w ortopedii oraz traumatologii, niz tych wykorzystywanych
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w kardiochirurgii [10-12]. Skale zjawiska korozji implantéw wykonanych ze stali nierdzewnej

po wieloletnim uzytkowaniu przedstawiono na rysunku 2.

Rysunek 2. Skorodowane stalowe endoprotezy stawu biodrowego z trzpieniami Charnleya (a)
i Mullera (b) oraz plytki piersiowo-ledZwiowe zastosowane do zespolenia kregostupa (c)

[13,14].

Zastosowanie stali nierdzewnych typu 316L do wytwarzania dtugotrwatych implantéw,
poza niewystarczajaca odpornoscia na korozje, w przypadku implantow poddawanych
obciazeniom, jest rowniez limitowane poprzez zbyt niska odpornos¢ zmeczeniowa. Liczne
badania wykazuja, ze wytrzymato$¢ zmeczeniowa stali typu 316L jest nizsza w roztworach
symulujacych srodowisko ludzkiego organizmu niz w powietrzu atmosferycznym i zwykle
wnosi okoto 200-300 MPa, podczas gdy maksymalne naprezenie rozciagajace w trzonie kosci
udowej w ciele obliczane metoda elementéw skoriczonych wynosi okoto 200 MPa [15,16]. Co
wiecej, powstawanie peknie¢ zmeczeniowych jest zwigzane zobecnoscia wzerdw
stanowigcych preferencyjne miejsca ich inicjacji [17]. Poza niewystarczajaca wytrzymatoscia
zmeczeniowa oraz odpornoscia na korozje, stale 316L cechuje rowniez niedostateczna
odporno$¢ na zuzycie Scierne. Zuwagi na wymienione niedogodnosci zwiazane
z dlugoterminowym uzytkowaniem implantéw stalowych, stale nierdzewne 316L zostaty

zastgpione bardziej odpornymi na korozje i zmeczenie materiatami metalicznymi, w tym stala
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nierdzewna o wysokiej zawartosci azotu (np. Orthinox) oraz stopami kobaltu i stopami tytanu.
Niemniej, ze wzgledu na relatywnie niski koszt stali nierdzewnych, materialy te nadal sa
stosowane do wytwarzania implantéw tymczasowych, takich jak gwozdzie isruby

$rédszpikowe oraz wewnetrzne stabilizatory ztaman [13,18,19].
1.2. Stopy kobaltu

Stopy na bazie kobaltu po raz pierwszy zostaty zastosowane do produkcji implantow
w latach 30. XX wieku [20]. Stop Co-Cr-Mo, nazwany Vitallium, poczatkowo byt stosowany
jako odlewany stop dentystyczny stanowiacy tanisza alternatywe dla éwczesnie stosowanych
zlotych implantéw, a w latach 40. zostal po raz pierwszy uzyty do produkcji implantow
ortopedycznych. Stopy Co-Cr-Mo wykazuja, w poréwnaniu do stali nierdzewnych, lepsza
odporno$¢ na korozje w srodowisku zawierajacym chlorki, co zwigzane jest ze
sponatanicznym tworzeniem si¢ pasywnej warstwy tlenkowej Cr203 na ich powierzchni.
W konsekwengji, w warunkach in vivo biomedyczne stopy kobaltu sa znacznie mniej toksyczne
niz czysty kobalt oraz nikiel i moga by¢ stosowane jako implanty dtugotrwate [21].

Stop Co-28Cr-6Mo (ASTM F75) jest stopem odlewanym, ktérego gidéwnym atrybutem,
poza dobra odpornoscia na korozje, jest odpornos¢ na zuzycie, wynikajaca z obecnosci
bogatych w chrom weglikéw Cr2Ce. Stop Co-20Cr-15W-10Ni (ASTM F90) jest stopem kutym,
zawierajacycm wolfram oraz nikiel wplywajace na poprawe skrawalnosci. W stanie
wyzarzonym wlasciwosci mechaniczne stopu sa zblizone do wlasciwosci stopu Co-28Cr-6Mo.
Znaczna poprawe wilasciwosci mechanicznych stopu Co-20Cr-15W-10Ni uzyskuje si¢ stosujac
przerobke plastyczna na zimno [22]. Stop Co-35Ni-20Cr-10Mo (ASTM F562-13) rowniez jest
stopem kutym. Zastosowanie obrdébki plastycznej na zimno oraz starzenie stopu pozwalaja
osiagna¢ wytrzymatos$¢ na rozcigganie rzedu 1600 MPa zachowujac jednoczesnie mozliwos¢
osiagniecia wydtuzenia na poziomie 8% [23].

Implanty Co-Cr-Mo wytwarzane s poprzez oldewanie oraz jako implanty kute. Stopy
odlewane cechuja si¢ lepsza niz stopy kute odpornoscia na zuzycie oraz korozje wzerowa

i szczelinowy, jednak pod wzgledem wytrzymatosci zmeczeniowej przewazaja stopy kute [15].
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Lepsze wlasciwosci mechaniczne stopow kobaltu w poréwnaniu do stali nierdzewnych
wynikaja ze struktur krystalograficznych kobaltu wykazujacych geste upakowanie:
heksagonalnej gesto upakowanej (HCP, ang. hexagonal close-packed) oraz regularnej sciennie
centrowanej (FCC, ang. face-centered cubic), obecnosci wolframu oraz molibdenu, ktdre
wplywaja na umocnienie roztworu statego, jak i tworzenie weglikéw. Stopy kobaltu cechuja
sie rowniez lepsza w porownaniu do stali nierdzewnych odpornoscig zmeczeniowg [24]. Mimo
wielu zalet stopéw kobaltu, ze wzgledu na dlugoterminowy charakter tej grupy wszczepdow,
pacjenci posiadajacy implanty stawoéw biodrowych oraz kolanowych wykonane ze stopdéw
kobaltu narazeni sa na dziatanie produktéw zuzycia ciernego, mogacych uwalnia¢ chrom oraz
kobalt do krwi przez ptyn maziowy [25]. Obawy zwigzane z podwyzZszonym poziomem jonow
metali w surowicy krwi sg zwiazane zaréwno z niekorzystnymi reakcjami miejscowymi na

otaczajace tkanki, jak i ich potencjalnym dziataniem teratogennym [24-26].
1.3. Tytan - wprowadzenie

Tytan jest dziewiatym pod wzgledem obfitosci najczesciej wystepujacym metalem
w skorupie ziemskiej i stanowi okoto 0.57% jej masy [27]. Metal ten wystepuje w dwoch
odmianach alotropowych: niskotemperaturowej a, krystalizujacej w uktadzie HCP o statych
sieciowych a=0.295 nm i c=0.468 nm oraz wysokotemperaturowej odmianie 3, krystalizujacej
w uktadzie regularnym przestrzennie centrowanym (BCC, ang. body-centered cubic) o stalej
sieciowej a=0.328 nm. Temperatura przemiany alotropowej czystego tytanu wynosi 882.5°C, a
na jej wartos¢ wptywa obecnosc¢ zanieczyszczen [28,29].

Pierwsza komercyjna metoda pozyskiwania czystego tytanu, polegajaca na redukgji
czterochlorku tytanu TiCls metalicznym magnezem, zostata opracowana w 1946 r., przez W. J.
Krolla i do dzis jest stosowana do wytwarzania tytanu technicznego [30,31]. Zgodnie z norma
ASTM B265-15 wyrdznia si¢ cztery gatunki tytanu technicznego (komercyjnej czystosci, CP Ti,

ang. commercial purity), ktérych sktad oraz wlasciwosci przedstawia Tabela 1.
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Tabela 1. Sklad oraz wlasciwosci gatunkow tytanu technicznego [32].

Gatunek 1 2 3 4
Wydtuzenie wzgledne A [%] >24 >20 >18 >15
Umowna granica plastycznosci Ro2[MPa] >138 >275 >380 >4383
Wytrzymalos¢ na rozcigganie Rm [MPa] >240 >345 >450 >550
N <0.03 <0.03 <0.05 <0.05

C <0.10 <0.10 <0.10 <0.10

Zawartosc¢ [% masowe] H <0.15 <0.15 <0.15 <0.15

Fe <0.2 <0.2 <0.2 <0.3

O <0.18 <0.25 <0.35 <0.40

CP Ti charakteryzuje si¢ mniejsza wytrzymatoscia w porownaniu do stopow tytanu. Na
skale przemystowa jest produkowany w postaci rur, blach, odlewéw oraz pretdéw, ktore moga
by¢ przerabiane plastycznie zaréwno na zimno, jak ina goraco w zakresie temperatur
750+1000°C. CP Ti nie podlega obrdbce cieplnej. CP Ti cechuja doskonata odpornos¢ na korozje

i pelzanie przy jednoczesnej nizszej, w poréwnaniu do stopoéw tytanu, cenie [33].
1.3.1. Stopy tytanu

Podziatu stopdéw tytanu najczesciej dokonuje sie bazujac na kryterium strukturalnym
w stanie rGwnowagi np. po normalizowaniu. Rozwazajac taki warunek mozna wyro6znic trzy
grupy stopow tytanu:
¢ jednofazowe « oraz pseudo q,
e dwufazowe (a+f3) martenzytyczne i przejsciowe
e jednofazowe {3 oraz pseudo [3 [30,34-36].
Do pierwiastkdéw stopowych stabilizujacych faze a zalicza si¢ Al, Ga, Ge, C, oraz O. Z kolei
stabilizatorami fazy (3, obnizajacymi temperature przemiany a—3, sa pierwiastki izomorficzne

z faza 3 (V, Mo, Nb, Ta) oraz sprzyjajace przemianie eutektoidalnej (Cu, Si, Cr, Co, Mn, Nj, Fe)
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[15]. Poza wymienionymi pierwiastkami do stopéw Ti wprowadza si¢ roéwniez tzw.
pierwiastki neutralne takie jak Sn, Zr, Ge, Hf oraz Th, ktdre nie stabilizujg faz a i, ale
spowalniaja niekorzystne przemiany fazowe prowadzace do powstawania przejsciowej
kruchej fazy w [37].

Stopy jednofazowe a cechuja si¢ dobrymi wlasciwosciami odlewniczymi, spawalnoscia
oraz wytrzymatoscia na pelzanie, ktéra uzyskiwana jest na drodze umocnienia roztworowego
poprzez dodatek Al, Sn i/lub Zn. Stopy tego typu charakteryzuja sie¢ lepsza odpornoscia na
pelzanie od stopdw [3, oraz nie wykazuja progu kruchosci, wobec czego sa materiatami
odpowiednimi zaréwno do stosowania w wysokich temperaturach, jak i w warunkach
kriogenicznych [29,38]. Stopy pseudo a, np. Ti-8Al-1V-1Mo i Ti-6Al-2Nb-1Ta-0.8Mo, w swojej
strukturze zawieraja niewielka ilo$¢ fazy (3, wynoszaca po normalizowaniu 2-6%. Dodatek
stabilizatoréw fazy 3 powoduje zwigkszenie Zarowytrzymatosci stopow pseudo a, zachowujac
jedoczesnie odpornosé na pelzanie typowa dla stopdw a. Stopy a oraz pseudo a nie znalazly
szerszego zastosowania w produkcji implantéw narazonych na dzialanie obcigzen, ze
wzgledu na niewystarczajace wlasciwosci mechaniczne, natomiast do produkcji implantéw,
od ktorych wymagana jest odpornosé na korozje, preferowany jest CP Ti, ze wzgledu na nizsza
cene [15,37,39].

Stopy dwufazowe (a+{) otrzymywane s poprzez wprowadzenie odpowiednich ilosci
pierwiastkow stabilizujacych fazy a oraz 3 i w temperaturze pokojowej zawieraja 10-50% fazy
B. Ich wlasciwosci wytrzymatosciowe zalezne sa zarowno od udziatu jak irodzaju
pierwiastkow stopowych. Wlasnosci wytrzymato$ciowe wzrastajq wraz ze wzrostem udziatu

fazy (3 osiagajac maksimum dla jej zawartosci wynoszacej 50% (rysunek 3).
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Rysunek 3. Wplyw zawartosci pierwiastkow stabilizujacych faze  na wytrzymatosc stopdw

Ti (stan wyzarzony) [37].
2. Biomaterialy tytanowe

Pierwsze doniesienia o mozliwosci zastosowania CP Ti w medycynie pojawily si¢ w 1940
roku, kiedy jego doskonata biozgodnos¢ z tkanka kostna zostata potwierdzona na modelu
zwierzecym [40]. Kolejne prace badawcze dotyczace biozgodnosci tytanu, zaréwno wobec
tkanki kostnej jak i tkanek migkkich zwierzat, zostaly przedstawione w latach 50. XX wieku
[41]. Rozwoj przemystowy prowadzacy do wielkoskalowej produkgji tytanu dat mozliwos¢
przeprowadzenia wielu badan dtugoterminowych na zwierzetach, a w konsekwencji réwniez
na ocene kliniczng implantow tytanowych [42,43].

Dalszy rozwd¢j biomateriatow tytanowych, wymuszony niedostatecznie dobrymi
wlasciwosciami mechanicznymi CP Ti nastapit, kiedy do wytwarzania stabilizatorow kosci
zaproponowano wykorzystywany éwczesnie w lotnictwie stop Ti-6Al-4V, ktory do dzis jest
szeroko stosowany do produkgji implantéw [44]. Od tego czasu prowadzone sa liczne badania
majace na celu otrzymanie stopow typu (a+f) niezawierajacych wanadu oraz glinu, jak
rowniez typu 3, cechujacych sie obnizona wartoscia modutu Younga, w celu poprawy nie tylko
biokompatybilnosci, ale réwniez zgodnosci mechanicznej implantéw [45].

Tytan i stopy tytanu ze wzgledu na kombinacje wlasciwosci takich jak biokompatybilnos¢,

odpornos¢ na dziatanie plynéw ustrojowych i wytrzymato$¢ na rozciaganie sa najczesciej
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stosowanymi w implantologii metalami [46]. Do wytwarzania implantéw dentystycznych
najczesciej wykorzystuje sie¢ CP Ti, podczas gdy w ortopedii dominuje stop Ti-6Al-4V oraz stop
Ti-6Al-4V  ELI (ang. extra low interstitials) o zmniejszonej zawartosci pierwiastkow
miedzyweztowych [47]. Tytan oraz jego stopy ze wzgledu na wytrzymatos¢ wiasciwa
(stosunek wytrzymatosci do gestosci) stanowia dobra alternatywe dla implantéw wykonanych
z pozostatych biometali. Podstawowe wlasciwosci mechaniczne wybranych stopow tytanu
oraz pozostatych materialdéw metalicznych o przeznaczeniu biomedycznym przedstawiono
w tabeli 2.

Stopy tytanu charakteryzuja sie relatywnie niskim, w pordwnaniu do stali czy stopow
kobaltu, modutem sprezystosci Younga, co ma znaczacy wplyw na proces regeneracji kosci
wokol implantu (rysunek 4). Wartos¢ modulu Younga jest szczegdlnie wazna w przypadku
implantow poddawanych obcigzeniom. Niedopasowanie pomiedzy modutem biomateriatu, a
jego wielkoscia charakteryzujaca otaczajaca tkanke kostna moze prowadzic¢ do zjawiska tzw.
ekranowania naprezen. Zjawisko to polega na przenoszeniu obcigzen przez sztywniejszy
element (implant), co skutkuje redukcja naprezen w kosci podczas aktywnosci ruchowej
pacjenta [48]. Ekranowanie naprezen jest zjawiskiem niepozadanym, ktére wymusza
dopasowanie si¢ kosci do nowych warunkow imoze prowadzi¢ do przebudowy tkanki,
skutkujacej spadkiem jej gestosci izmniejszeniem grubosci kory kostnej w obszarach
odciazonych, podczas gdy inne jej czesci beda stawac si¢ regionami koncentracji naprezen,
gdzie bedzie postepowac miejscowy przyrost grubosci warstwy korowej. W efekcie moze to
prowadzi¢ do obluzowania implantu i koniecznosci powtdrnej operacji, a nawet skutkowac

ztamaniem kosci [49,50].
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Tabela 2. Wtasciwosci mechaniczne stopdw tytanu oraz pozostatych materialéw metalicznych

dedykowanych dla biomedycyny [15,39].

Umowna L,
) Wytrzymatos¢ Modut
. granica . . Typ
Material .. na rozciaganie Younga
plastycznosci struktury
Rm [MPa] E [GPa]
Ro2[MPa]
Ti-6Al-4V (w) 825-869 895-930 110-114
Ti-6Al-4V ELI (w) 795-875 960-965 100-110
Ti-6Al-7Nb (w) 880-950 900-1050 114
Ti-15Sn-4Nb-2Ta-0.2Pd (w) 860 790 89 a+p
Ti-155n-4Nb-2Ta-0.2Pd (s) 1020 1109 103
Ti-15Zr-4Nb-4Ta-0.2Pd (w) 715 693 94
Ti-15Zr-4Nb-4Ta-0.2Pd (s) 919 806 99
Ti-13Nb-13Zr (s) 973-1037 836-908 79-84
Ti-15Mo (w) 874 544 78
Ti-12Mo-6Zr-2Fe (w) 1060-1100 1000-1060 74-85 §
Ti-15Mo-2.8Nb-0.25i (s) 979-999 945-987 83
Ti-29Nb-13Ta-4.6Zr (s) 911 864 80
Ti-35.5Nb-7.3Zr-5.7Ta (s) 800 830 55-66
316L (ASTM F138) (w) 190 490 210
Stop Co F563 (w) 280 600 230
Stop Co F90 (w) 450-650 950-1220 210

W- wyzarzanie, s- starzenie

Innym waznym czynnikiem wptywajacym na prawidtowe funkcjonowanie wszczepu
w organizmie jest zachowanie powierzchni biomaterialu podczas kontaktu z plynami
ustrojowymi. Rozwazajac procesy zachodzace na powierzchni metali w srodowisku
tkankowym nalezy wzia¢ pod uwage zaréwno agresywnosc tego srodowiska, jak i mozliwos¢
ich nasilenia na skutek tarcia, co prowadzi¢ moze do uwalniania jondw metali do srodowiska
tkankowego wplywajac na metabolizm komdrek [51]. Jony metali w kontakcie z tkankami

pacjenta moga wywotywac ich miejscowe uszkodzenie ireakcje zapalne, jak na przyktad
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stopniowa osteoliza otaczajacych wszczep tkanek, a takze powodowaé konsekwencje
ogolnoustrojowe, takie jak nadwrazliwos¢ na metal. Osteoliza wptywa negatywnie na fiksacje
Implantu z kos$cig, prowadzac do nieprawidtowego przenoszenia obcigzenia podczas ruchu,
skutkujacego uszkodzeniem implantu oraz koniecznoscia przeprowadzenia operacji
korekcyjnych [52]. Powierzchnia tytanu w srodowisku zawierajagcym tlen natychmiast
pasywuje tworzac warstwe rutylu ianastazu. SteZenie tlenu w warstwie pasywnej maleje
w kierunku granicy faz tlenek/metal, od TiO:2 na powierzchni materiatu, do Ti2Os i TiO przy
granicy faz. W srodowisku tkankowym warstwa tlenkowa na powierzchni moze by¢
dodatkowo uwodniona. Zaréwno CP Ti jak i stopy Ti nie wykazuja potencjatu przebicia lub

potencjalu wzerowego w zakresie istotnych klinicznie kombinacji potencjatu i pH [53].

Rysunek 4. Zdjecia rentgenowskie kosci piszczelowej po 24 tygodniach od implantacji pretéw

Ti-23Nb-0.7Ta-2Zr (a) i stali nierdzewnej SUS316L (b) . Czerwona strzatka wskazano miejsce

dotknigte atrofig, biatymi - obszary formowania kosci [48].

W przypadku stopu Ti-6Al-4V sktad warstwy tlenkéw na powierzchni materiatu jest
praktycznie taki sam, jak w przypadku CP Ti, ale dodatkowo zawiera ona niewielka ilos¢ Al2Os
[54]. Poziom zawartosci metali bedacych gtownymi skladnikami tego stopu w ptynach
ustrojowych  pacjentéw poddanych zabiegom implantacji, zaréwno wszczepow

ortopedycznych, jak istomatologicznych, ze wzgledu na szkodliwy charakter jonow tych
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metali, wielokrotnie byt przedmiotem badan. Patton i in. wyznaczyli poziom zawartosci metali
we krwi pacjentéw poddanych zabiegom gwozdziowania $rodszpikowego z zastosowaniem
gwozdzi piszczelowych wykonanych ze stopu Ti-6Al-4V (TriGen) oraz gwozdziami ze stali
(Russell-Taylor). We krwi pacjentéw posiadajacych implanty stalowe zaobserwowano 2.5-
krotny wzrost stezenia jonow chromu w poréwnaniu do grupy kontrolnej, podczas gdy u
pacjentow posiadajacych implanty tytanowe zaobserwowano jedynie nieznaczny wzrost
stezenia jonow Ti. Analiza statystyczna nie wykazata istotnych réznic w poziomach Mo, Al
oraz V miedzy grupa kontrolna igrupa pacjentow poddanych wszczepieniu gwozdzi
$rédszpikowych TriGen, przy czym mediany poziomu wanadu w obydwu grupach byty

ponizej poziomu wykrywalnosci. Szczegétowe wyniki przedstawiono w Tabeli 3 [55].

Tabela 3. Mediana stezen jondw (ug/L) w surowicy (rozstep miedzykwartylowy: Qi; Qs) dla
grupy kontrolnej, pacjentoéw z gwozdziami ze stali nierdzewnej oraz grupy z gwozdziami

wykonanymi ze stopu Ti-6Al-4V [55].

Grupa kontrolna Gwozdzie stalowe
p-wartosc¢
Q: mediana Qs Q: mediana Qs
Cr 0.04 0.04 0.04 0.04 0.10 0.22 0.005
Mo 0.04 0.88 1.26 0.35 0.75 1.25 0.6
Grupa kontrolna Gwozdzie tytanowe
p-wartos¢
(@)1 mediana Qs (@]} mediana Qs
Ti 2.73 4.70 6.10 3.38 6.45 7.65 0.04
Al 0.50 2.20 3.45 0.73 2.55 4.05 0.4
\% 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.038 0.7

Uwalnianie jonéw z implantéw metalicznych do ptynéw ustrojowych moze prowadzi¢ do
akumulacji jonéw w tkankach réznych organdw, takich jak watroba, ptuca czy nerki. Badania
dotyczace tego zagadnienia przeprowadzili na modelu zwierzecym Morais i in. [56]. Badacze

dokonali oznaczenia zawartosci Ti, Al oraz V w tkankach watroby, ptuc oraz nerek krélikéw
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po 1 tygodniu, 4 tygodniach oraz 12 tygodniach od umieszczenia w piszczelach zwierzat
implantéw ortodontycznych wykonanych ze stopu Ti-6Al-4V. Badania wykazaly obecnos¢
wszystkich wspomnianych pierwiastkéw w tkankach zwierzat. Nalezy jednak zauwazy¢, ze
zawarto$¢ zadnego ztych metali w poszczegdlnych organach krolikow nie osiagnela
toksycznego stezenia, ktore zgodnie z zaleceniami The National Academy of Sciences wynosza

odpowiednio 200 ppm w przypadku Al oraz 10 ppm w przypadku V (rysunek 5). [57].
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Rysunek 5. Poréwnanie srednich zawartosci Ti (a), Al (b) oraz V (c) w tkankach nerek, watroby
oraz ptuc krolikdw poddanych implantacji wszczepow ortodontycznych wykonanych ze stopu

Ti-6Al-4V (na podstawie [56]).

Odpowiednie funkcjonowanie oraz bezpieczenstwo uzytkowania implantu przez caty
okres eksploatacji uwarunkowane sa jego odpowiednia integracja zko$cia. Zjawisko
bezposredniego laczenia si¢ (zakotwiczenia) implantu tytanowego ztkanka kostna
(osteointegracja) zostato po raz pierwszy zaobserwowane w latach 70. XX wieku [58]. Na
przestrzeni lat definicja ta ewoluowata, uwzgledniajac oceng morfologii potaczenia materiatu
z tkanka przy uzyciu mikroskopii swietlnej. Niemniej jednak, definicje ta mozna uznac za
niewystarczajaca, poniewaz nie odnosi sie ona do kompatybilnosci mechanicznej wszczepu.

Pomyslna osteointegracja implantu wymaga jego dobrego potaczenia oraz braku mikroruchow
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miedzy powierzchnia biomateriatu, a otaczajaca tkanka kostng, co zwane jest stabilnoscia
pierwotng implantu [59]. Nalezy jednak pamieta¢, ze wprowadzenie implantu do srodowiska
kostnego wywotuje okreslong odpowiedz biologiczna organizmu. Liczne badania wykazaly,
ze istotnym czynnikiem determinujacym odpowiedz komorkowa jest charakterystyka
powierzchni implantu, ktéra wptywa na sekwencje adsorpcji biatek, adhezje ptytek krwi
i homeostaze, aktywacje dopetniacza, stan zapalny oraz osteogenna odpowiedz komorek [60-
63]. Ze wzgledu na fakt, ze Ti oraz jego stopy bardzo tatwo ulegaja utlenieniu, tworzac na
powierzchni zwarta warstwe tlenkowa, materialy te cechuja si¢ wysoka odpornoscia na
korozje w srodowisku organizmu. Niemniej jednak, powstala warstwa tlenkowa jest
biologicznie obojetna, co utrudnia interakcje implantu z tkankami [64]. Aby rozwigzac¢ ten
problem, proponowane sa rézne metody modyfikacji powierzchni Ti, co ma na celu poprawe
biokompatybilnosci i bioaktywnosci implantéw, sprzyjaé¢ regeneracji tkanki kostnej oraz

poprawiac site wiazania i osteointegracje na granicy implant/kosc¢ [64-69].
2.1. Modyfikacja powierzchni tytanu i jego stopow - wstep

Tytan ijego stopy odgrywaja kluczowa role w zabiegach ortopedycznych oraz
stomatologicznych. Zastosowanie technologii modyfikacji ich powierzchni, pozwala nie tylko
zwigkszy¢ osteointegracje implantu, ale takze potencjalnie uzyska¢ wlasciwosci
przeciwbakteryjne, redukujac ryzyko zwigzane zinfekcjami pooperacyjnymi. Niniejszy
rozdziat ma na celu podsumowanie najnowszych trendow w technikach modyfikacji
powierzchni tytanu i jego stopow dedykowanych dla zastosowan biomedycznych.

Techniki modyfikacji powierzchni Ti oraz jego stopow obejmuja szerokie spektrum
metod zarowno mechanicznych, fizycznych jak ichemicznych, z uwzglednieniem m. in.
natryskiwania plazmowego, fizycznego osadzania z fazy gazowej, nakladania powtok metoda
zol-zel, piaskowania, czy tez anodowania. Najczesciej stosowanymi zwigzkami do
wytwarzania powlok sg bioaktywne materialy ceramiczne takie jak fosforany wapnia np.
hydroksyapatyt (HAp, HA) oraz bioaktywne szkla [70]. Z kolei stosowanie powlok

polimerowych oraz kompozytowych na biomateriatach metalicznych, cechujacych sie
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odpornoscia na korozje oraz wytrzymatoscia mechaniczna, pozwala na nadanie im
dodatkowej biofunkcjonalnosci poprzez zwigkszenie interakcji powierzchni implantu
z tkankami pacjenta oraz promowanie biokompatybilnosci materialu. Warto réwniez
podkresli¢, ze stosowanie zwiazkoéw polimerowych do wytwarzania powlok zapewnia szeroki
zakres mozliwych modyfikacji materiatu, co bez watpienia moze zwigksza¢ spektrum ich
zastosowania, a takze da¢ mozliwos¢ dostosowania produktu do indywidualnych potrzeb

pacjentow [71].
2.1.1. Fosforany wapnia w medycynie

Grupa materialow odgrywajaca wazna role w dziedzinie medycynie sa fosforany
wapnia (CPs, ang. calcium phosphates,) [72]. Fosforany wapnia stanowia grupe zwiazkow
zawierajacych kationy Ca?* oraz aniony ortofosforanowe (PO4*), metafosforanowe (POs) badz
pirofosforanowe (P20+-). Dodatkowo fosforany wapnia moga réwniez zawiera¢ jony
hydroksylowe (OH"). CPs stanowia gtéwny sktadnik kosci ludzkich (okoto 60%) oraz szkliwa
zebow (okoto 90%). W zaleznosci od stosunku molowego Ca/P mozna wyrdzni¢ rozmaite
zwiazki CPs, wykazujace rézne wtasciwosci fizykochemiczne (Tabela 4.).

MCPM jest najbardziej kwasna i najlepiej rozpuszczalng w wodzie faza CPs [73]. MCPM
jest stosowany jako skladnik samoutwardzalnych cementéw CP oraz jako uszczelniacz
w stomatologii [74,75]. Czysty MCPM nie jest jednak biokompatybilny z koscig ze wzgledu na
swoja kwasowos$¢ i nie moze by¢ stosowany jako samodzielny substytut kosci [76]. Niemniej
jednak, zaproponowano szereg kompozycji cementéw kompozytowych odpowiednich do
zastosowan klinicznych zawierajacych MCPM oraz inne fosforany np. «a-TCP,

charakteryzujacych si¢ krétkim czasem wiazania [77].
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DCPA, zwany rowniez monetytem, jest bezwodng forma DCPD. DCPA w przeciwienstwie
do DCPD, nie wystepuje w zwapnieniach kostnych. Jest stosowany w cementach fosforanowo-
wapniowych, jako zrédlo wapnia ifosforandéw w zywnosci np., platkach $niadaniowych.
Badania in vitro ukierunkowane na oceng zgodnosci biologicznej DCPA oraz DCPD wskazuja,
ze DCPA zapewnia aktywna resorpcje osteoklastow, a takze indukuje wyzszy poziom
ekspresji gendw osteogennych w komorkach szpiku kostnego niz DCPD [80]. Z kolei
porownawcze badania in vivo przeprowadzone na krolikach wykazaty, ze ubytki kostne
wypelione DCPA w porownaniu do wszczepow autologicznych (granule kostne) po osmiu
tygodniach od zaimplantowania nie wykazywaly réznic w objetosci zmineralizowanej tkanki
w przypadku obydwu wszczepow [81]. Dodatkowo, DCPA, w przeciwienstwie do TCP
i DCPD, nie ulega przemianie fazowej w HA w srodowisku fizjologicznym [82].

DCPD, zwany réwniez bruszytem, jest zwiazkiem biokompatybilnym oraz
biodegradowalnym. Cechuje si¢ rowniez osteokonduktywnoscia i w zaleznosci od pH moze
by¢ przeksztatcony w DCPA (pH<6), OCP (pH ~6 - 7) lub CDHA (pH>7). Struktura DCPD
zlozona jest z czasteczek wody taczacych tancuchy CaHPO: za pomocg wigzan wodorowych.
Cementy fosforanowo-wapniowe oparte na DCPD ulegaja szybszej degradacji w poréwnaniu
do tych zawierajacych HA [73]. Niemniej jednak, gdy w srodowisku tkankowym duze ilosci
DCPD sa przeksztalcane w CDHA, mozna zaobserwowa¢ silna odpowiedz zapalng ze
wzgledu na duze ilosci kwasu, ktdére sa uwalniane podczas tej reakdji [83].

OCP uznawany jest za fosforan bedacy prekursorem biologicznych krysztatow apatytu
w kosciach, a takze zebinie oraz szkliwie zeboéw [84]. Badania przeprowadzone
z zastosowaniem roznych modeli zwierzecych wskazaty, ze OCP jest materiatem
osteokonduktywnym i wptywa pozytywnie na regeneracje tkanki kostnej w miejscu wszczepu
[85-88]. Utatwia réwniez réznicowanie komorek osteoblastycznych, a takze zwieksza ekspresje
markerow osteogennych, w tym kolagenu typu I i fosfatazy alkalicznej [89-91]. Dodatkowo,
syntetyczny OCP moze ulega¢ konwersji do HA zaréwno w warunkach in vitro jak i in vivo
[88,92]. W procesie konwersji OCP do HA dochodzi do wymiany jonowej z otaczajacym

$rodowiskiem tkankowym, co wplywa na promowanie roéznicowania komorek
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osteoblastycznych oraz regeneracje kosci. Co ciekawe, konwersja OCP do HA moze zachodzi¢
bez zmiany jego pierwotnej morfologii nawet in vivo [93]. Ze wzgledu na korzystny wplyw
OCP na proces regeneracji tkanki kostnej stal si¢ on materialem o potencjale aplikacyjnym
w produkgji implantow powlekanych oraz sktadnik biokompozytow [94,95].

Krystaliczny TCP - odmiany « oraz [3, sa produktami przemian wysokotemperaturowych
i nie moga by¢ otrzymane poprzez bezposrednie wytracenie z roztworéw wodnych. Faze a-
TCP zwykle wytwarza si¢ z fazy 3-TCP przez ogrzewanie w temperaturze powyzej 1125°C
i szybkie schtodzenie, aby zapobiec odwrotnej przemianie fazowej [96]. Z kolei (-TCP
powstaje w temperaturze 900-1100°C. Nalezy jednak wspomnie¢, Ze temperatury zachodzenia
przemian fazowych sa zalezne od czystosci materiatu i moze mie¢ na nie wpltyw obecnos¢
obcych jonéw [97]. Fazy TCP rdznig sie nie tylko struktura komorki elementarnej, ale réwniez
rozpuszczalnoscia. W temperaturze pokojowej obydwa polimorfy sa stabilne, jednak
w srodowisku wodnym a-TCP charakteryzuje si¢ wigksza reaktywnoscia imoze
hydrolizowa¢ do CDHA, co czyni a-TCP uzytecznym skladnikiem do wytwarzania
samowigzacych osteotransdukcyjnych cementow kostnych oraz biodegradowalnej
bioceramiki [73]. Opublikowana literatura naukowa odnoszaca si¢ do klinicznych zastosowan
materialéw opartych na a-TCP skupia si¢ na wytwarzaniu cementow kostnych stosowanych
w stomatologii, chirurgii twarzoczaszki, ortopedii, wertebroplastyce i kyfoplastyce oraz jako
nosniki lekow [98,99]. Komercyjnie dostepnymi materiatami opartymi na a-TCP sa granulaty
Biobase® i Arrow-Bone™ wykorzystywane m.in. do podniesienia dna zatoki, uzupetienia
luki pomiedzy zebodolem ekstrakcyjnym a implantem stomatologicznym oraz powstatych
w wyniku usuniegcia torbieli, a takze uzupetnienia ubytkow kosci twarzy [100]. 3-TCP mozna
wytwarza¢ w temperaturach powyzej 800°C przez rozklad termiczny CDHA lub przez
oddzialywanie kwasowych CPs w stanie statym, np. DCPA, z CaO. B-TCP mozna réwniez
otrzyma¢ w stosunkowo niskiej temperaturze (150°C) przez stracanie w srodowisku
organicznym, takim jak glikol etylenowy [101]. 3-TCP jest stosowany przede wszystkim

w cementach kostnych fosforanowo-wapniowych, a takze w stomatologii, a w polaczeniu
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z HA tworzy ceramike dwufazowa (ang. biphasic calcium phosphate, BCP) stosowana do
uzupehiania ubytkéw kostnych [102,103].

TTCP powstaje w ukladzie CaO-P20s w temperaturach przekraczajacych 1300°C.
Najczesciej stosowane metody wytwarzania TTCP oparte sa na reakcjach w stanie statym
pomiedzy weglanem wapnia i wodorofosforanem wapnia w temperaturze 1450 - 1500°C.
Zwiazek ten jest metastabilny, dlatego synteza czystego TTCP wymaga szybkiego schtodzenia,
badz atmosfery niezawierajacej wilgoci, co zapobiega rozktadowi TTCP do HA, CaO, CaCOs
oraz 3-TCP [104]. TTCP stosowany jest przede wszystkim jako komponent cementow kostnych
zarbwno w pofaczeniu zHA, jak izwiazkami polimerowymi (np. chitozanem lub
hydroksypropylometyloceluloza), a takze w cementach jednoskladnikowych. Przykladami
komercyjnych cementéw opartych na mieszaninie TTCP (do 73% wag.) zinnymi

ortofosforanami wapnia sa BoneSource®, Biopex®, Mimix™ oraz Cementek® [105,106].
21.1.1. Hydroksyapatyt

Materiaty hydroksyapatytowe ze wzgledu na doskonata biokompatybilnos¢, wiasciwosci
osteokonduktywne i podobieristwo do nieorganicznego skladnika ludzkiej kosci od dekad
cieszg sie duzym zainteresowaniem $wiata nauki [107]. Sa szeroko stosowane jako materiaty
biomedyczne, m.in. do uzupelniania ubytkéw kostnych, jako rusztowania (skafoldy)
w inzynierii tkankowej, do wytwarzania bioaktywnych powlok, jako systemy dostarczania
lekéw/bialek/genéw oraz w chromatografii jako wypelniacze kolumn do szybkiego
frakcjonowania bioczasteczek [108-112]. Ze wzgledu na liczne podstawienia jonowe
w strukturze apatytéw kostnych ich sktad rozni sie od stechiometrycznego. Kosci ludzkie
sktadaja si¢ zniestechiometrycznych nanokrystalicznych apatytéw z niedoskonatosciami
strukturalnymi spowodowanymi podstawieniami pierwiastkami takimi jak Na, Mg, Zn, Sr, K,
F, Cl, Si w sieci krystalicznej HA [113]. HA jest klasyfikowany jako materiat bioaktywny, co
znaczy ze jest on w stanie tworzy¢ wigzania chemiczne z otaczajacymi tkankami. Liczne prace
naukowe podkreslaja jego biokompatybilnos¢, bioaktywnos¢ oraz osteokonduktywnos¢. To

wlasnie te wlasciwosci sprawiaja, ze jest jednym z najczesciej stosowanych materialéw nie
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tylko w dziedzinach medycyny zwigzanych z tkankami twardymi, takimi jak traumatologia,
chirurgia szczekowo-twarzowa, czy stomatologia, ale takze np. do otrzymywania implantéw
oczodotowych [114].

HA otrzymywany jest zzastosowaniem réznych technik, wsréd ktorych mozna
wyrdzni¢ metody suche, mokre i wysokotemperaturowe. Nalezy podkresli¢, Zze w zaleznosci
od zastosowanej metody syntezy jest mozliwos¢ otrzymania produktu o réznej morfologii oraz
czystosci fazowej [115]. Podsumowanie stosowanych metod otrzymywania syntetycznego HA
przedstawia tabela 5.

Istnieje rowniez mozliwo$¢ odzyskiwania HA z surowcéw pochodzenia naturalnego
takich jak kosci zwierzece (wolowe, wieprzowe, rybie), muszle ostryg imalz, tuski ryb,
skorupy jaj, czy tez szkielety koralowcéw. Niewatpliwymi zaletami metod bazujacych na
surowcach pochodzenia naturalnego jest ich przyjaznos¢ srodowisku poprzez mozliwosc

zagospodarowania odpaddéw zwierzecych [118].
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Tabela 5. Metody syntezy HAp [116].

Metody Zrédto CaiP Produkt
% e B-TCP, Ca(OH): .« HA
% | e CaCOs, CaHPO: « HA
‘g
£ e CaCOs,NH4sH2POs e 91.23% HA, 5.27% TCP, 3.50% CaO
& =
<
9
3
n )
S
é o CaP207, CaCOs e HA
£ | o CaHPO:2H:0, CaCOs, CHiN:O « HA weglanowy
s
§ |e CaHPO4, CaO « HA
g
=
e Ca(OH)2,HsPO4 e HA o wielkosci czastek 0.2-1.6 pm
(V]
_é e Ca(OH)2,HsPO4 ¢ HA o wydluzonym ksztatcie (~200 nm)
(=
% e Ca(NOs)2.4H20, (NH4)2HPO4 e HA o wielkosci czastek 8-20 nm
) i
'% @ e Ca(NO:s)2.4H20, NasPOs e HA nanoprety o dtugosci 4.0-36.9 nm
= @ e CaClz,HsPOu e HA (preciki o dtugosci ~80 nm
g e Ca(OH)2, (NH4)sPOs e HA weglanowy (aglomeraty)
-
]
S | e CaCl,K:HPO: e HA (preciki o dtugosci 60-75 nm)
S
E‘ e Ca(NOs)2-4H20, (NH4)2HPOx e HA
qg; e Ca(NOs)2, (NH4)2:HPO4 * e HA weglanowy
[}
g 'g e Ca(NO:s)2 - 4H20, (NH4)2HPO4+™ e HAp + B-TCP
%i & | o Ca(NOs), NHiH:POs, Ca(OH)2 ™ e Hap i CaO
_g e Ca3(POs)2, Ca(NOs)2-4H20, e HA (puste sfery o rozmiarze 1-4mm)
S T
'é % e (NH4):HPO4, Ca(NO:s), e HAp, 3-CazP207
> =
= &

“paliwo: kwas cytrynowy, kwas bursztynowy; ™ paliwo:
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2.1.1.2. Hydroksyapatyt o strukturze nanometrycznej

Z punktu widzenia inzynierii tkankowej istotne sa zagadnienia zwiazane z cechami
strukturalnymi HA oraz podstawieniami jonowymi w jego sieci krystalicznej. Wiele badan
dotyczacych nanostrukturalnego HA (nHA) wskazuje, Ze w poréwnaniu do HA o rozmiarach
mikrometrycznych (mHA) wykazuje on w srodowisku tkankowym Kkorzystniejsze
wlasciwosci, ulatwia adhezje komorek oraz absorpcje biatek, co jest bardzo istotne ze wzgledu
na fakt, ze adsorpcja biatek jest pierwszym etapem integracji biomateriatu z tkanka po

implantacji [117-120].

Badania poréwnawcze nad kompozytami na bazie chitozanu zawierajagcymi nHA oraz
mHA przedstawili Lee i in. [121]. Badacze wytworzyli materialy kompozytowe polimerowo-
ceramiczne z zastosowaniem metody liofilizacji. Materialy swoja struktura miaty
odwzorowywac¢ strukture tkanki kostnej istanowi¢ jej potencjalne substytuty.
Przeprowadzono badania in vitro majace na celu okredlenie wplywu poszczegoélnych
materialdbw na zywotnos¢ komdrek osteoblastow, ale roéwniez dokonano oceny
biokompatybilnosci materiatdw in vivo. W tym celu zostaly one wszczepione w szczeliny
kostne w obszarze piszczeli krolikow. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono,
ze materialy zawierajgce nHA powoduja wzrost zywotnosci komdrek MC3T3-E1 (linia
komérkowa osteoblastow). Zkolei  badania tréjwymiarowych  wiasciwosci
mikrostrukturalnych kosci dokonane z zastosowaniem mikrotomografii komputerowej
(mikro-CT) wykazaly wyzsze wartosci parametréw takich jak objetos¢ oraz powierzchnia
tkanki kostnej, gestos¢ powierzchni kosci, liczba beleczek kostnych i ich srednia arytmetyczna
grubo$¢ dla materialdéw zawierajacych nHA w porownaniu do zaimplantowanych

kompozytow zawierajacych mHA.

Interesujace badania dotyczace interakgji HA - biatka przeprowadzili Lii in. [122]. W swojej
pracy przedstawili efekty badart wplywu nano- oraz mikrotopografii bioceramiki HA na
struktury biatka morfogenetycznego kosci-2 (BMP-2) oraz na komorki zrebowe szpiku

kostnego (BMSC). W porownaniu z bioceramika w skali mikronowej, bioceramika HA
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o wielkosci ziarna 104,6 + 27,8 nm wykazywala zwigkszong chropowatosé, hydrofilowos¢
ilepsze wlasciwosci mechaniczne. Efekty synergiczne tych cech powierzchni wptywaty
pozytywnie na konformacje BMP-2, ulatwialy adhezje i rozprzestrzenianie si¢ komorek oraz

aktywowaly osteogenne roznicowanie BMSC.

Ceramika HA o strukturze nanometrycznej wzbudza rowniez zainteresowanie ze wzgledu
na potencjalng aktywnos¢ przeciwnowotworowgq [123-126]. W 1993 roku Aoki przypadkowo
odkryt, Ze nanoczastki HA moga hamowac proliferacje komorek Ca-9 [127]. P6zniej wykazano,
ze roznego rodzaju komdrki rakowe, np. ludzkie komodrki watrobiaka BEL-7402, komorki
kostniakomigsaka U20S, czy tez ludzkie komorki raka zoladka SGC-7901 moga byc¢
inhibowane przez nanoczastki HA [124,125,128]. Chen iin. wykazali, ze nanoczastki HA
zmniejszaja ekspresje genu Bcl-2 i zwiekszaja ekspresje Bax, a ponadto aktywuja kaspazy-3
i kaspazy-9 wywotujac apoptoze komorek nowotworowych [124]. Nanometryczny HA zostat
rowniez zbadany od katem aktywnosci antynowotworowej wzgledem komorek linii czerniaka
zlosliwego. Badania te wskazaly silng zalezno$¢ pomiedzy proliferacja komorek
nowotworowych, a rozmiarami HA, potwierdzajac dziatanie inhibitujace nHA wzgledem tego

typu komorek nowotworowych [126,129].
2.1.1.3.  Podstawienia jonowe w sieci krystalicznej hydroksyapatytu

Trendy w dziedzinie biomaterialéw do regeneracji kosci koncentruja si¢ na promowaniu
wlasciwosci osteokondukcyjnych i zdolnosci do stymulowania procesu regeneracji kosci m.in.
poprzez wprowadzenie do struktury HA podstawien izomorficznych. Wzmozone
zainteresowanie tego typu rozwigzaniami potwierdza rosnaca liczba publikacji naukowych
w tym zakresie. W 2005 r. publikacje dotyczace podstawionego HA stanowity mniej niz 2%
wszystkich publikacji zwigzanych z tematyka HA, w 2015 r. bylo to 6.3%, natomiast w roku
2019 1. - 9.5% [130]. W literaturze opisane sa dwie struktury krysztatow HA: jednosko$na oraz
heksagonalna. W ukladzie jednoskosnym opisanym przez grupe przestrzenng P2i/b

krystalizuje hydroksyapatyt stechiometryczny. W HA biologicznym oraz
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niestechiometrycznym wystepuje struktura heksagonalna o symetrii sieci krystalicznej
opisanej grupa przestrzenng P6s/m [131]. Co istotne, do podstawient w strukturze HA moze
dochodzi¢ zaréwno w podsieci kationowej jak i anionowej. Podstawienie jest mozliwe, kiedy
spelnione sq warunki zwigzane z podobienistwem rozmiaréw oraz tadunkow jonéw, badz
zostanie speliony warunek elektroobojetnosci zwiazku [132]. Jesli jony zostana
zaadsorbowane na powierzchni materialu lub z nim zmieszane bez wchodzenia w sie¢
krystaliczna, moze nastapi¢ ich gwaltowne uwalnianie, a to z kolei wywolywac efekt
cytotoksyczny. Jak wyjasnili Li i in., podstawienia jonowe w sieci krystalicznej HA zapewniaja
mniejsza szybko$¢ uwalniania podczas procesu przebudowy kosci [133]. W aktualnej
literaturze najczesciej badanymi kationowymi substytucjami HA sa podstawienia Sr?*, Mg,
Zn*, Na*, K+, Li*, Ag*, Fe?*, Mn?* i Cu?, natomiast anionowymi COs%, F-, S5iOs*, SeOs> oraz
SeOs*. W badaniach in vitro udowodniono, ze HA podstawiony jonami Sr (StHA) powoduje
zwiekszenie ekspresji fosfatazy alkalicznej (ALP), osteokalcyny (OCN) oraz kolagenu typu
i (COLLI). Badania te wskazaty kluczowa role jondw Sr*w procesie dojrzewania osteoblastow
do osteocytow [134,135]. Réwnie korzystny wplyw na procesy zwigzane z regeneracja tkanki
kostnej wykazuje HA podstawiony jonami Mg (MgHA). Badania wykazaly, ze wptywa on na
adhezje, proliferacje i réznicowanie komorek macierzystych w kierunku osteoblastow, a takze
zwigksza ekspresje markeréw zwiazanych z osteogeneza (ALP, Runx2, COLL I, OCN) [136-
138]. Ponadto udowodniono, ze MgHA wykazuje aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa
hamujac tworzenie biofilmu [139,140]. Podobne wtasciwosci wykazuje HA podstawiony
jonami Zn (ZnHA). Zgodnie z wynikami przedstawionymi przez Park iin., wspomaga on
roznicowanie osteogenne mezynchemalnych komorek macierzystych poprzez aktywacje
szlaku sygnalowego cAMP-PKA-CREB [141]. Z kolei badania przeprowadzone przez Thian
iin. wykazaty dziatanie przeciwdrobnoustrojowe ZnHA wzgledem bakterii S. aureus [142].
Rownie obiecujace wiasciwosci wspomagajace regeneracje tkanki kostnej wykazuje HA
podstawiony pierwiastkami jednowartosciowymi takimi jak Li, Na oraz Ag [143-146].
Aktywnos¢ biologiczna poszczegolnych substytucji anionowych oraz kationowych w sieci

krystalicznej HA podsumowuje rysunek 6.
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Rysunek 6. Podsumowanie wplywu niektdrych jonéw substytucyjnych na wtasciwosci

biologiczne HA [147].

21.14. Powloki hydroksyapatytowe

HA stosowany jest rowniez do wytwarzania powlok na biomateriatach metalicznych
w celu zwigkszenia ich biofunkcjonalnosci. Powloki HA mozna wytwarzac przy uzyciu kilku
technik, takich jak: osadzanie elektrochemiczne badz elektroforetyczne (EPD), metody zol-Zel,
napylanie plazmowe, osadzanie biomimetyczne ihydrotermalne, fizyczne (PVD) oraz
chemiczne (CVD) osadzanie z fazy gazowej, powlekanie obrotowe oraz zanurzeniowe [148-
157]. Nalezy jednak pamigta¢, ze pomimo dostepnosci wielu technik stosowanych do
wytwarzania powtok HA na biomateriatach metalicznych przedstawiono, ze kazda z nich
posiada pewne wady. Pozytywne oraz negatywne aspekty stosowania poszczegolnych technik

osadzania powlok HA przedstawiono w tabeli 6.
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Tabela 6. Techniki wytwarzania powltok HA oraz ich charakterystyka [70,79,110,120,158-160].

Metoda Zalety Wady
niskie temperatury e wysoka temperatura spiekania
nakfadania powlok powloki po jej osadzeniu
wytwarzanie powltok
Zol-zel o wysokiej czystosci
mozliwos¢ wytwarzania
powlok na powierzchniach
o ztozonym ksztalcie
niskie koszty metody e wysoka temperatura spiekania
szybki proces nakladania powtoki po jej osadzeniu
Powlekanie mozliwos$¢ powlekania
zanurzeniowe ztozonych powierzchni
wysoka jednorodnos¢
powierzchni powlok
niskie koszty metody * staba adhezja powtoki do
) pozwala powlekac zlozone metalicznego podtoza
Osadzanie
] podtoza
elektrochemiczne i .,
wysoka jednorodnos¢
powierzchni powlok
pozwala powlekac ztozone * pekanie powtoki podczas
Osadzanie podtoza osadzania
elektroforetyczne wysoka jednorodnos¢ * wymaga wysokich temperatur
powierzchni powlok spiekania
niskie temperatury e dtugi czas trwania procesu
wytwarzania powlok osadzania powloki
pozwala powlekac ztozone * wymaga utrzymania statego pH
Powlekanie podtoza
biomimetyczne mozliwos¢ inkorporacji
substancji aktywnych
biologicznie np. czynnikéw
wzrostu
. . proces stosowany * wymaga kosztownej aparatury
Natryskiwanie o 7 B )
komercyjnie * niejednorodna gestos¢ powtoki
plazmowe

niskie koszty metody
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e szybki proces osadzania * przemiany fazowe i rozrost
ziaren HA na skutek dziatania

wysokich temperatur

e wszechstronno$¢ metody - * wymaga wstepnej obrobki
) mozliwo$¢ wytwarzania powierzchni
Osadzanie ]
1 powlok gestych, porowatych, e proces jest kosztowny
aserem
) krystalicznych lub » metoda nie jest odpowiednia do
impulsowym ] . )
amorficznych pokrywania skomplikowanych
powierzchni
¢ jednorodnos¢ powloki * proces jest kosztowny
) e mozliwos¢ wytwarzania * metoda wymaga stosowania
Prasowanie .
gestych powlok wysokiej temperatury

izostatyczne na L . .
* metoda nie jest odpowiednia do
goraco ) ,
pokrywania skomplikowanych

powierzchni

Najczesciej stosowanymi metodami majacymi na celu naprawe zdefektowanej tkanki
kostnej sa przeszczepy allogeniczne, autogeniczne oraz oparte na materiatach syntetycznych
(HA lub innych substancjach biokompatybilnych) [161-166]. Ze wzgledu na chemiczne
podobienstwo HA do mineralnego sktadnika kosci oraz osteokonduktywnosé, cieszy sie on
szczegllnym zainteresowaniem w kontekscie wytwarzania powtok na implantach. Badania
wykazuja, ze komorki osteoblastéw moga z fatwoscia wchodzi¢ w interakcje z materiatami
pokrytymi HA, co skutkuje tworzeniem osteoidéw, a tym samym prowadzi do chemicznego
oraz biologicznego oddzialywania miedzy implantem a koscia [167,168]. Wplyw
nanostrukturalnych powlok HA na zdolnos¢ osteogenna porowatych materiatéw Ti w swoich
badaniach przedstawili Lu iin. [169]. Badacze skupili si¢ na ocenie wlasciwosci
osteoindukcyjnych oraz zdolnosci do osteointegracji technicznego Ti pokrytego
elektrochemicznie HA o réznej morfologii: nanoptytek, nanoprecikéw oraz nanoigiet. Badania
wykazaly, ze powloki o morfologii nanoplytek wspomagaja rozprzestrzenianie si¢ komdrek
BMSCs o wielokatnym ksztalcie oraz wydtuzonych lamellipodiach na ich powierzchni. Co

wiecej wykazano rowniez, ze w poréwnaniu do materiatu Ti po obrobce kwasowo-zasadowe;j,
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material powlekany wykazywal zdolnos¢ do osteoindukcji, promowat wrastanie kosci oraz
wptywal na wyzszy procent powierzchni nowo utworzonej kosci na styku kos¢-implant jak i

w wewnetrznych porach implantow.

Proby wytworzenia biomimetycznego wszczepu kostnego o porowatej strukturze
analogicznej do kosci beleczkowej i bioaktywnej nanostrukturalnej powierzchni o potencjale
osteoindukcyjnym zostaty podjete przez Wang iin. [170]. Autorzy wytworzyli porowaty
material BCP oraz dokonali modyfikacji jego powierzchni poprzez rGwnomierne osadzenie
warstwy nHA. Badacze w swojej pracy ocenili wptyw takich rusztowan na réznicowanie
osteogenne mysich BMSC oraz osteoinduktywnos¢ w warunkach in vivo. W poréwnaniu
z substratem BCP, rusztowania BCP pokryte nHA sprzyjaly adhezji komorek i promowaty
réznicowanie osteogenne BMSC, oczym S$wiadczyly zwigkszona ekspresja gendw
osteogennych i zwigkszona produkcja osteokalcyny. Co wigcej, rusztowanie BCP pokryte nHA
nie tylko zachowywato integralnos¢, ale takze indukowato ektopowe tworzenie kosci po
wszczepieniu do migsnia grzbietowego krolika in vivo przez 90 dni, podczas gdy substrat BCP
ulegt wyraznej biodegradacji, ktéra doprowadzita do ciezkiego stanu zapalnego oraz braku

oznak osteogenezy.

Nalezy jednak wspomnie¢, ze pomimo wielu zalet powlok HA, ich stosowanie zwigzane
jest rowniez z kilkoma ograniczeniami, ktdre przede wszystkim odnosza sie do wytrzymatosci
mechanicznej powlok na obcigzenia fizjologiczne przy jednoczesnym zachowaniu
integralnosci struktury. Nalezy réwniez zwroci¢ uwage na krystalicznos$¢ osadzonej powtoki,

gdyz wraz z obnizeniem krystalicznosci HA wzrasta jej rozpuszczalnosc¢ [70,160,171,172].
2.1.2. Powloki polimerowe

Powloki polimerowe wykazuja wyjatkowy potencjal aplikacyjny w réznych
zastosowaniach biomedycznych ze wzgledu na mozliwos¢ ich modyfikacji w szerokim
zakresie, nadajac powierzchni materiatu dodatkowga funkcjonalnos¢. Celem takich modyfikacji

jest przede wszystkim spelnienie okre$lonych wymagan stawianych materialom, poprzez
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dostosowanie ich dziatania do okreslonych zastosowan biomedycznych. Modyfikacje powtok
polimerowych pozwalaja na wspomaganie proliferacji komorek, wzrostu tkanek, a takze
umozliwiaja dostarczanie réznego rodzaju biomolekut takich jak czynniki wzrostu, zwiazki
o dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym oraz leki [173]. Ze wzgledu na tak znaczne mozliwosci
funkcjonalizowania biopowltok, moga one odgrywac¢ kluczowa role w opracowywaniu
biomateriatéw nowej generacji. Powtoki polimerowe moga by¢ wytwarzane z zastosowaniem
réznych metod, takich jak np. nanoszenie warstwa po warstwie (LBL, ang. Layer by layer),
metoda Langmuir-Blodgett, powlekanie plazmowe, czy tez zanurzeniowe oraz obrotowe, jak
i poprzez wytwarzanie szczotek polimerowych czy powlok hydrozelowych [173-175].

Powlekanie implantéw metolowych pozwala na dostosowanie zwilzalnosci powierzchni,
nadanie jej dodatkowej bioaktywnosci oraz zapobieganie procesowi korozji. Powloki
pseudopeptydowe zwigkszajace bioaktywnos$é, odpornos¢ na korozje oraz nadajace
wlasciwosci przeciwporostowe stali 3161 wytworzyli Liu iin. [176]. Zastosowali oni poli(2-
metylo-2-oksazoling) (PMOXA) do wytworzenia powloki z polimeru bionicznego przez
osadzanie elektrochemiczne na powierzchni stentu naczyniowego wykonanego ze stali 316L.
Wyniki wykazaty, ze wytworzone powloki posiadaly doskonale wtasciwosci
przeciwporostowe oraz cechowata je biokompatybilnos¢. Badania udowodnily, ze powloki te
wspomagaly proliferacje oraz migracje ludzkich komorek srodbtonka zyly pepowinowej
(HUVEC).

Gehlen iin. [177] wswojej pracy zaproponowali szybka jednoetapowa metode
wytwarzania ,kleju komoérkowego” na powierzchni polidimetylosiloksanu (PDMS). W tej
metodzie wykorzystano oddzialywania hydrofobowe do przylaczenia peptydow
kotwiczacych zsekwencja peptydowa adhezyjna do komorki (glicyno-arginina-glicyno-
asparaginian-seryna; GRGDS) do powierzchni PDMS przez zanurzenie podtozy w roztworze
peptydu kotwiczacego (rysunek 7). Zbadano wydajno$¢ wigzania, przyczepnos¢ komodrek
fibroblastow ikomorek srodbtonka stwierdzajac, ze zaproponowana metoda moze by¢

wykorzystywana do szybkiej funkcjonalizacji réwniez powierzchni o ztozonej geometrii.
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Rysunek 7. Metoda wytwarzania powlok na PDMS z zastosowaniem peptydu kotwiczacego

[177].

Inne interesujace badania zwiekszajace funkcjonalnos¢ PDMS przedstawili Xue iin.
wytwarzajac powloke ztozona z kwasu hialuronowego i polidopaminy, ktéra wykazywata
hemokompatybilnos¢, redukujac adhezje ptytek krwi [178].

Sposéb modyfikacji powierzchni polipropylenu (PP), materiatu szeroko stosowanego
w medycynie, za pomocg powlok hydrozelowych wykazujacych aktywnos$¢ biologiczna oraz
hydrofilowos¢ ztozonych z poliwinylopirolidonu (PVP) oraz diakrylanu poli(glikolu
etylenowego) (PEGDA) zaprezentowali Jang iin. [179]. Wytworzone przez naukowcow
powloki hybrydowe, w poréwnaniu do powltok PVP, wykazywaly siedmiokrotnie wyzsze

naprezenie rozciagajace w punkcie zerwania i 54-krotnie wyzsza site adhez;ji.
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Kim iin. [180] w swoich badaniach zaproponowali metode wytwarzania jednorodnych
powlok PCL na srubach wykonanych ze stopu Mg. W celu zwigkszenia adhezji pomiedzy
stopem a powloka, przeprowadzono plazmowe utlenianie elektrolityczne (PEO) substratu, a
nastepnie powlekano go metoda zanurzeniowa. Otrzymane w ten sposob powlekane sruby
wszczepiono w kos¢ udowa szczura stwierdzajac tworzenie wokot wszczepu grubej i gestej
tkanki kostne;j.

Poza polimerami wymienionymi powyzej, rOwniez inne biopolimery, takie jak polikwas
mlekowy (PLA), polietylen (PE) i niektore polimery pochodzenia naturalnego np. kolagen
i chitozan rowniez stosowane sa do wytwarzania powlok na materiatach dedykowanych
medycynie. Zestawienie przykladowych metod wytwarzania powlok polimerowych do

zastosowan biomedycznych na réznego rodzaju substratach przedstawiono w tabeli 7.
3. Nanoczastki srebra w medycynie

Czynnikami bakteriobdjczymi stosowanymi w leczeniu roéznego rodzaju infekgji
bakteryjnych sa antybiotyki. I cho¢ ciesza sie¢ one niestabnaca popularnoscia to aktualnie coraz
czedciej podnoszony jest temat wzrostu opornosci patogendéw bakteryjnych na ich dziatanie,
tzw. antybiotykoopornos¢. Za kluczowe czynniki odpowiadajace za wzrost lekoopornosci
bakterii, w tym réwniez wzrost udziatu drobnoustrojéw opornych wielolekowo, uznaje si¢
przede wszystkim nadmierne inieprawidlowe stosowanie antybiotykéw zaréwno
w medycynie, jak i weterynarii oraz produkgji roslinnej [181]. Wedlug danych podawanych
przez Najwyzsza Izbe Kontroli w roku 2017 liczba 0séb zakazonych bakteriami lekoopornymi
wzrosta 0 23.5% wzgledem roku poprzedzajacego. Z kolei zgodnie z raportem Europejskiego
Centrum Zapobiegania i Kontroli Choréb w 2020 roku najczesciej zgtaszanymi przypadkami
zakazen lekoopornymi patogenami bakteryjnymi byly te wywotane przez E. coli (39.4%
wszystkich zgloszonych przypadkéw), nastepnie S. aureus (22.1%), K. pneumoniae (11.9%),
E. faecalis (8.8%) i P. aeruginosa (6,1%) [182].
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Antybiotykoopornos¢ staje si¢ problemem globalnym, wplywajacym negatywnie nie tylko
zdrowie publiczne, ale réwniez gospodarke [183]. Zjawisko to niesie za sobg wzrost kosztow
leczenia pacjentow w zwiazku z utrudniong diagnostyka oraz koniecznoscig ich dtuzszej
hospitalizacji. Szacuje si¢, ze roczne koszty opieki zdrowotnej wynikajace ztych zjawisk
w Unii Europejskiej wynosza okoto 1.5 mld euro [184]. Uwzgledniajac powyzsze argumenty
zasadne staje si¢ poszukiwanie alternatywnych lub wspomagajacych antybiotykoterapie
sposobow zwalczania patogenow bakteryjnych. Jednym zmozliwych rozwigzan jest
stosowanie nanomaterialdéw o wilasciwo$ciach przeciwdrobnoustrojowych, takich jak np.
nanoczastki srebra (AgNPs) [185-188].

Materialy nanometryczne budza szerokie zainteresowanie nie tylko ze wzgledu na
potengjalne zastosowanie w dziedzinie medycyny, ale rowniez energetyki, uzdatnianiu wody,
czy tez katalizie [189-191]. Nanomaterialy otrzymywane sa z zastosowaniem szerokiej gamy
metod, jednak niektére wymagaja uzycia toksycznych substancji. Dlatego tez istnieje
fundamentalna potrzeba opracowania przyjaznych dla $rodowiska, nietoksycznych
i bezpiecznych metod przygotowania nanomateriatéw z wykorzystaniem zréwnowazonych
technologii. Z tego powodu szerokim zainteresowaniem ciesza si¢ metody otrzymywania
materialéw nanostrukturalnych oparte na surowcach roslinnych, czy tez bakteriach, grzybach
oraz algach [192-195]. Wsérdd wspomnianych metod na szczegdlng uwage zastuguje
zastosowanie metabolitow roslinnych do wytwarzania nanoczasteczek. Takie podejscie
zapewnia latwa, jednoetapowa, niedroga i przyjazna dla srodowiska metode uzyskiwania
struktur nanometrycznych, eliminujacg stosowanie niebezpiecznych rozpuszczalnikdéw
i czasochtonna hodowle grzybow, czy tez glonow [196]. Dodatkowo, niektére zwiazki
pochodzenia roslinnego, takie jak enzymy, flawonoidy oraz terpenoidy, cechuje zdolnos¢
zaréwno do redukgcji jondw metali, jak réwniez do stabilizowania otrzymanych nanoczastek,
co pozwala na obnizenie kosztéw ich wytwarzania ze wzgledu na brak koniecznosci
stosowania dodatkowych czynnikow stabilizujacych [197]. Metody bazujace na wykorzystaniu

produktow roslinnych sa najczesciej stosowane do otrzymywania nanoczastek zlota oraz

-45-



srebra [196]. W tym celu wykorzystuje si¢ zarowno naziemne czesci roslin, takie jak todygi,

liscie, owoce oraz kwiaty, jak i korzenie oraz nasiona (tabela 8.) [198].

Tabela 8. Zastosowanie surowcow roslinnych do otrzymywania AgNPs o dziataniu

przeciwdrobnoustrojowym.

R i .
e Ksztalt ozruar Aktywnos¢ wzgledem Zrodtlo
Roslina AgNPs , .
AgNPs wskazanego typu komorek lit.
[nm]
=
182 81.37 E. coli, S. typhi, B. cereus [199]
czerwonolistna
Herbata chinska 30 S. aureus, K. pneumonia [200]
) B. cereus, K. pneumoniae,
Meksykansk
crsykansil 86 - 100 E. aerogenes, M. phaseolina, [201]
wiciokrzew
A. alternate
B. cereus, B. subtilis, S. aureus,
: E. coli, P. ]
Brezylka nadobna 9 ¢ rubrt.tm, i coli AeTUgINOSG, [202]
% S. typhimurium, K. pneumoniae,
ﬁ C. albicans, C. glabrata
M S. aureus, S. epidermidis,
g Kasztanowlec 5045 L. monocytogene's,' C. renale, [203]
NG zwyczajny M. luteus, B. subtilis, B. cereus,
E. faecalis, P. aeruginosa
Liscie ryzu 16.5 R. solani [204]
Zielona herbata 15-33 S. aureus, Klebsiella sp. [205]
Cmelina 34 - 40 E. coli, P. aeruginosa, [206]
S. aureus
Ciedi
1ec1erzy «a 6-10 B. subtilis, S. aureus [207]
pospolita
(4]
t
. E. s, E. coli
Crosnek dety © 50 - 57 S. aureus, faecalzs', coli and, [208]
£ S. typhi
~
£
w0
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linie komorek rakowych

£
R
n
Lo
Parocjowiec =8
Jacquemonta F; 4‘5 56 - 87 (HCCLMS3, HEPG2, MDA-MB [209]
a s 9 231, MCEF-7)
5
2
~
>
E .
S &
Pistacja wlasciwa 5 R ~20 b.d. [210]
g 9
g
S
Daktylowiec lesny 40-50 P. acnes, S. epidermidis [211]
o Senna tora 55 - 65 S.aureus [212]
-
S
g| Cramuszka 10-12 b.d. [213]
= siewna
twi
'Sza ,1a 7 E. coli, S. aureus [214]
hiszpaniska °
Awokad iz
worado 2 10- 55 E. coli [215]
wlasciwe i/
Ketmia Linie komorkowe ludzkiego
konopiowata 7-11 niedrobnokomorkowego raka [216]
pluc (A549)
Palma areka 17.5+0.5 E. coli, K. oxytoca, S. aureus [217]
2| Katarantus rOZOWYy 30 E. coli, S. aureus [218]
§ Peregrina 50.07 E. coli, B. subtilis [219]
~| Pizmian jadalny 5.5-31.9 B. subtilis [220]
Malina himalajska 13.85 - E. faecalis, E. coli, S. aureus,
_ [221]
34.30 K. pneumoniae
@ Rézeniec, ° komorki nowotworu
qi, witania ospala @ 37 -42 watrobowo-komorkowego [222]
o) g HepG2
~ Gélka 28+2 S. aureus [223]
Rabarbar dioniasty 121+2 S. aureus, P. aeruginosa [224]
Po%lom‘kowka 0.5 S. typhi, E. coli, M. canis, [225]
indyjska A. alternata
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Srebro jest dobrze znanym srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, stosowanym klinicznie

na dlugo przed odkryciem penicyliny. Réwniez obecnie istnieje wiele produktow

przeciwbakteryjnych dostepnych na rynku, wtym opatrunkéw na rany, kreméw oraz

tonikdéw, zawierajacych w swoim skladzie srebro [226]. AgNPs wykazuja aktywnos¢ zarowno

wzgledem bakterii Gram-ujemnych, takich jak pateczka okreznicy (E. coli), pateczka zapalenia

ptuc (K. Pneumoniae), jak i Gram-dodatnich np. laseczka woskowa (B. cereus), gronkowiec

zlocisty (S. aureus) i wielu innych. Najdokfadniej udokumentowane mozliwe mechanizmy

dziatania przeciwdrobnoustrojowego AgNPs wzgledem rdéznych szczepdéw bakteryjnych

przedstawia tabela 9.

Tabela 9. Mechanizmy dzialania AgNPs na patogeny bakteryjne.

Bakteria Mechanizm dzialania Literatura
) Wzrost przepuszczalnosci blony komorkowej,
E. coli o ) ) . [227-231]
zakldcanie dzialania fancucha oddechowego
E. faecalis Zmiany w Scianie komorkowej i cytoplazmie [232,232,233]
K. pneumoniae Wzrost przepuszczalnosci btony komorkowej [228,234,235]
. Wzrost przepuszczalnosci btony komoérkowej,
P. aeruginosa L . . ) [236-238]
zaklocanie dziatania faricucha oddechowego
Nieodwracalne uszkodzenie komorek
S. aureus . [239-241]
bakteryjnych
Zahamowanie replikacji bakteryjnego DNA,
) o uszkodzenie bton cytoplazmatycznych bakterii,
S. epidermidis o , [242,243]
modyfikacja wewnatrzkomdrkowych
poziomdéw ATP
P. mirabilis Zmiany w $cianie komodrkowej i cytoplazmie [237,244]
Zahamowanie replikacji bakteryjnego DNA,
_ uszkodzenie bton cytoplazmatycznych bakterii,
S. typhi o ] [245,246]
modyfikacja wewnatrzkomdrkowych
pozioméw ATP
AgNPs wykazuja wielopoziomowe dziatanie wzgledem patogendéw bakteryjnych

wplywajac na ich strukture komodrkowa oraz procesy metaboliczne, w tym dezaktywacje
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enzymow bakteryjnych, rozrywanie sciany komorkowej izwigkszanie przepuszczalnosci
komorek. AgNPs moga rowniez oddzialywac z DNA lub generowac reaktywne formy tlenu,
ktore uszkadzaja biomakromolekuty (rysunek 8) [188].

Na aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa AgNPs wptywa nie tylko zastosowana dawka, ale
rowniez ksztalt oraz rozmiar nanoczastek [247]. Wlasciwosci przeciwbakteryjne AgNPs
ordznej wielkosci oraz ksztalcie metoda dyfuzyjno-krazkowa (metoda Kirby-Bauera)
wzgledem bakterii E. coli oraz P. augeriosa zbadali Raza iin. [248]. Autorzy poroéwnali
aktywnos¢ antybakteryjna zawiesin sferycznych NPs o $rednicy od 15 do 90 nm z AgNPs
o ksztalcie trojkatnym. Zauwazono, ze kuliste AgNPs o najmniejszych srednicach wykazywaty
silniejsze dziatanie przeciwbakteryjne przeciwko obu szczepom bakterii w poréwnaniu do
AgNPs o wigkszych srednicach. Niemniej jednak, badania przeprowadzone przez Dong i in.
oraz Morones iin. wskazywaly na silniejsze wtasciwosci bakteriobojcze NPs trdjkatnych

w porownaniu do NPs sferycznych [245,249].

-49-



. . o <3
& $ {
.. @ * < —wyciek zawartosci |
:cwmck OHO- 0O OO O‘ ‘komérki | deereresersesssneresreasieteistnere s st s e ranr e san s
omérkowa a4 © L]  J i ., + :
oYo O O O‘Q  peptydoglikan , Uwalnianie jonéw Ag™ z AgNPs
Oy0 O‘ O OLH / uszkodzenie : Mnieis‘z? AgN+Ps ¢ — o?
btona Lttt : /'@, | membrany Uwalnfc"q Ag {
komérkowa i:l 0111 || ! | ;r (11 i 11 \\(. wytwarzanie ROS | szybciej e ° o
MU UL L L L UL L L L '@zmnieiszone ! e Dﬂ
ol ew wytwarzanie ATP
d Jon Ag* mogq sie tqczy¢ z grupami
sulfhydrylowymi enzyméw i biatek

nukleoid

biatko

plqzmid biatko

enzym

I & AgNPs @ Ag* @ rybosom  SAA ROS\

Rysunek 8. R6zne mechanizmy oddzialywania AgNPs na komorki bakteryjne [230].

Wykazano réwniez, ze te dziatania AgNPs wzmacniaja, addytywnie lub synergistycznie,
dzialanie przeciwbakteryjne antybiotykow wzgledem wielu gatunkow bakterii, w tym
szczepom opornym na antybiotyki, jak rowniez wykazuja synergistyczne dziatanie
przeciwgrzybicze ze srodkami przeciwgrzybiczymi. Taka synergia moze znacznie zmniejszy¢
zapotrzebowanie na wysokie dawki antybiotykow, a tym samym zminimalizowac¢ skutki

uboczne ich dziatania [250-254].
3.1. Nanoczastki srebra jako komponenty biomaterialow

Ze wzgledu na aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, podejmowane sa proby stosowania
AgNPs jako aktywnych komponentow roznego rodzaju biomaterialéw, réwniez

powlokowych, wcelu zapobiegania potencjalnym infekcjom zwigzanym z zabiegiem
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implantacji. Wprowadzenie AgNPs do tego typu ukladéw pozwala na ich kontrolowane
uwalnianie zapewniajac jednoczesnie dziatanie przeciwbakteryjne [255,256].

Zakazenie bakteryjne roznych powierzchni wyrobow medycznych oraz opatrunkow
stanowi powazny problemem stwarzajacy zagrozenie zarowno dla poprawnosci dziatania
wyrobu jak i zdrowia pacjenta. Szczegolnie niebezpieczna jest adhezja bakterii do powierzchni
i tworzenie przez nie biofilmu - skomplikowanej struktury biologicznej sktadajacej si¢ z wielu
gatunkow bakterii, a nawet grzybow osadzonych w polimerach zewnatrzkomdrkowych (EPS,
ang. extracellular polymeric substances). Formowanie biofilmu jest bardzo niebezpieczne dla
pacjenta, gdyz w jego strukturach bakterie wykazuja zwiekszong opornosé¢ na konwencjonalne
terapie antybiotykowe poprzez szereg mechanizmow posrednich ibezposrednich, ktore
obejmuja opornos¢ zaréwno na wrodzong jak iadaptacyjng odpowiedz immunologiczng
gospodarza, sekwestracje antybiotykoéw w peryplazmie bakteryjnej, zmniejszona bakteryjna
aktywnoscia metaboliczna oraz rozwdj lekoopornych komorek przetrwatych [257]. Dlatego
wysoce pozadane jest projektowanie powierzchni antybakteryjnych, zmniejszajacych adhezje
bakterii i/lub dziatajacych antybakteryjnie w celu zapobiegania tworzeniu si¢ biofilmu.
Niemniej jednak wazne jest, aby uwalnianie AgNPs z takich powierzchni nastepowato
w sposob kontrolowany, zapewniajac dtugotrwate dziatanie antybakteryjne jednoczesnie nie
wywolujac cytotoksycznosci materialu wzgledem tkanek. Ztego powodu coraz wieksza
uwage poswieca sie powlokom polimerowym modyfikowanym AgNPs tworzac powlokowe
materialy nanokompozytowe. Takie rozwiazanie pozwala nie tylko na kontrolowane
uwalnianie AgNPs, ale rowniez zapobiega ich agregacji. Co wiecej, materialy polimerowe
moga rowniez istotnie wpltywaé¢ na adhezje komorek bakteryjnych [258,259]. Potaczenie
polimeréw bakteriobojczych inanosrebra wzmacnia dziatanie bakteriobdjcze materiatu,
chociaz aktywnos$¢ bakteriobdjcza polimerdw jest na ogdét znacznie nizsza niz nanosrebra
[260,261]. Rowniez dlatego, polaczenie nanosrebra z matryca polimerowa moze stanowic
obiecujgce  rozwigzanie pozwalajagce na wytworzenie wielofunkcyjnych  powlok
kompozytowych do zastosowan biomedycznych. Z jednej strony polimery moga stabilizowac

i dyspergowac nanosrebro. Z drugiej strony, dzieki silniejszym niz polimery wtasciwosciom
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bakteriobdjczym, nanosrebro moze odgrywac¢ gtowna role w krotkotrwatym dziataniu
antybakteryjnym powlok kompozytowych, a po jego wyczerpaniu dominujace dziatanie moga
miec¢ polimery bakteriobdjcze.

W ciagu ostatnich lat zostaly wyrdznione trzy klasy materiatow i powlok o dziataniu
antybakteryjnym (rysunek 9). Pierwsza z nich sa materialy i powloki oparte na polimerach
hydrofilowych limitujacych adhezje bakterii, jak np. poliglikol etylenowy (PEG) oksazoliny,
czy chlorowane polimery plazmowe (rysunek 9a). Cho¢ wymienione materialy moga
zapobiega¢ kolonizacji bakterii na ich powierzchni, to nie wykazuja dziatania
bakteriobdjczego. Druga to materialy, ktore w kontakcie zbakteriami sa zdolne do ich
zabijania, jak np. czwartorzedowe zwiazki amoniowe (QAC) szczepione powierzchniowo
(rysunek 9b). Aby minimalizowac ryzyko infekgji, opracowano trzecia klase materiatow, czyli
takie, ktore uwalniaja $rodki przeciwbakteryjne, np. antybiotyki oraz AgNPs (rysunek 9c)
[262].

Rysunek 9. Klasy powlok antybakteryjnych: (a) zapobiegajace adhezji bakterii; b) dzialajace

bakteriobdjczo w kontakcie z patogenem; (c) uwalniajace $rodki przeciwbakteryjne [262].

3.2. Powloki polimerowe zawierajace nanoczastki srebra oraz powloki

antyadhezyjne

Materialy polimerowe sa dobrymi kandydatami do tworzenia powtok kompozytowych
z nanosrebrem ze wzgledu na mozliwos¢ projektowania ich struktury, elastycznosc¢ i rozne

dostepne metody immobilizacji zwiazkdw aktywnych w takich strukturach. Polimerowe
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sktadniki w powlokach antybakteryjnych petnia rézne funkcje chemiczne i fizyczne [259]. Po
pierwsze, moga dziatac jako stabilizatory w otrzymywaniu nanosrebra i zapobiegac¢ agregacji
AgNPs w roztworach. Pelnig one réwniez funkcje nosnikéw dla nanosrebra, ktdre jest
dodawane bezposrednio lub syntetyzowane in situ w antybakteryjnych powlokach
kompozytowych. Polimery zawierajace przeciwdrobnoustrojowe grupy funkcyjne sa
stosowane  wcelu zwigekszenia skutecznosci niektorych  istniejacych  Srodkow
przeciwdrobnoustrojowych, zminimalizowania probleméw Srodowiskowych zwigzanych
z konwencjonalnymi $rodkami przeciwdrobnoustrojowymi i przedtuzenia zywotnosci tych
$rodkéw [263].

Inng funkcja biologiczng jaka polimery moga zapewni¢ w antybakteryjnych powtokach,
jest przeciwdziatanie adhezji bakterii, ktéra jest pierwszym etapem tworzenia biofilmu.
Wykazano, zZe polaczenie AgNPs ipolimeréw antyadhezyjnych jest jedna
z najskuteczniejszych strategii wytwarzania powloki powierzchniowej o silnym dziataniu
przeciwbakteryjnym. Najszerzej omawianym polimerem antyadhezyjnym stosowanym
w powlokach kompozytowych typu polimer/AgNPs jest PEG [264]. PEG jest najszerzej
stosowanym polimerem do zastosowan przeciwporostowych, dlatego czesto okreslany jest
jako , ztoty standard” w tej dziedzinie [265]. Mechanizm odpychania komodrek bakteryjnych
przez PEG zostal zaproponowany przez Jeon iin. Badacze takie wlasciwosci polimeru
przypisali sitom elektrostatycznym dziatajacym odpychajaco na biatka bakteryjne [266].
Z kolei wedlug Bencina iin. doktadny mechanizm odpychania przeciwbakteryjnego PEG
wciaz nie jest w petni wyjasniony [245]. Badania wskazuja na rézne parametry, ktére moga
odgrywac zasadnicza role w przeciwdziataniu adhezji biatek, w tym gestos¢ szczepienia PEG,
dtugosci taricucha polimeru izwilzalno$¢ powierzchni [267]. Ali-Ani iin. wykazali
zmniejszenie adhezji poprzez dostosowanie gestosci szczepienia tanicuchéw PEG. W tym
badaniu podloza krzemowe szczepione (3-aminopropylo)trietoksysilanem (APTES)
zastosowano do kowalencyjnego przytaczenia taricuchéw PEG o roznych gestosciach. Te
zmodyfikowane PEG powierzchnie wykazywaly mniejsza przyczepnos¢ bakterii niz

powierzchnie Sii APTES, wnioskujac, ze redukcje przypisuje sie hydrofilowosci kowalencyjnie
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szczepionego PEG [245]. Zkolei Shi iin. przedstawili badania dotyczace materiatow
przeznaczonych na opatrunki odporne na infekcje opartych na elektroprzedzonych
nanowloknach z termoplastycznego poliuretanu (TPU) z nanorurkami weglowymi (CNT)
szczepionymi PEG. Chociaz CNT wykazuja dobre wlasciwosci bakteriobojcze, moga by¢
toksyczne dla komorek ludzkich. Przeprowadzone badania wykazaly, Ze PEG moze nie tylko
skutecznie zmniejsza¢ toksycznos¢ CNT wobec komorek ludzkich, ale takze redukowac
adhezje bakterii. Nanowtokna TPU-g-PEG/CNT wykazywaty doskonata
hemokompatybilno$é, w tym redukcje adhezji czerwonych krwinek inizsze wskazniki
hemolizy. Co wazne, tak przygotowane nanowiokna mialy lepsze wlasciwosci
przeciwbakteryjne ze wzgledu na bakteryjng opornos¢ PEG i bakteriobdjcze dziatanie CNT
[268]. Z kolei Ho iin. opracowali powloke polimerowa zawierajaca AgNPs. Nanoczastki
zostaly wytworzone in situ i osadzone w matrycy polimerowej dodatkowo modyfikowanej
powierzchniowo PEG, ktora miata za zadanie dziata¢ antyadhezyjnie, uwalnia¢ nanosrebro
oraz dziala¢ przeciwdrobnoustrojowo w kontakcie z patogenem [264]. Przeprowadzone
badana pokazaly, Ze otrzymana powloka jednoczesnie wykazuje dziatanie bakteriobdjcze
poprzez uwalnianie jondw Ag* z matrycy, a takze hamuje kolonizacje powierzchni materiatu
przez bakterie, co przypisano oddziatywaniu z najbardziej zewnetrznymi tanicuchami PEG.
W literaturze opisywane sa réwniez powloki zawierajace nanoczastki Ag oparte na innych
polimerach (tabela 10).

W literaturze opisywane sa rdwniez powloki antyadhezyjne oparte na polimerach takich jak
biatka, na przyktad albuminy [269-271]. Ludzka albumina (HSA, ang. human serum albumin) to
gléwne biatko surowicy krwi, stanowiace ponad 50% wszystkich biatek obecnych
w krwiobiegu i skladajace si¢ z 585 aminokwaséw, w tym z tryptofanu, metioniny, cystyny,
kwaséw asparaginowego oraz glutaminowego, lizyny i argininy [272]. Albumina stuzy jako
biatko transportowe dla réznych zwiazkéw endo- oraz egzogennych, takich jak kwasy
ttuszczowe, aminokwasy, hormony, farmaceutyki, oraz jony metali. Ponadto HSA jest réwniez
biomarkerem wielu choréb takich jak reumatoidalne zapalenie stawdw, niedokrwienie, ostra

choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (GVHD, ang. graft versus host disease) oraz chordb
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wymagajacych monitorowania kontroli glikemii [273]. Model struktury BSA pokazujacy

domeny oraz miejsca wigzania przedstawiono na rysunku 10.

Tabela 10. Zestawienie typow powtlok typu polimer/AgNPs.

Material powloki Podloze Bakteria Zrédio
Tetraetoksysilan (TEOS), Lactobacillus
szkto [274]
poli(kwas akrylowy) (PAA) plantarum
skora tilapii
Polipirol, polidopamina S. aureus [275]
nilowej

cewnik moczowy,

Polidopamina, chitozan S. aureus [276]
tytan
Polidopamina PLLA S. aureus [277]
Polidopamina tytan S. aureus [278]
poli(metakrylan metylu) (PMMA) szkto E. coli [279]
Chitozan,
S. aureus,
3-glicydoksypropylotrimetoksysilan Ti-6Al-4V [280]
E. coli

(GPTMS), tetraetoksysilan (TEOS)

Chitozan/Eudragit E 100 tytan b. d. [281]
jonowy silseskwioksany szkto S. aureus [282]
Fibroina tytan S. aureus [283]
Chitozan tytan S. aureus [284]

S. mutans,
Polidopamina tytan [285]

P. gingivalis

Dziatanie BSA opiera si¢ na zwiekszaniu ujemnej energii powierzchniowej i zwigkszaniu

hydrofilnosci powierzchni biomaterialu, dzieki czemu albumina dziata jak biatko
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antyadhezyjne i zapobiega tworzeniu si¢ biofilmu. Z punktu widzenia medycyny, implanty
pokryte powlokami antyadhezyjnymi moga zatem wspomagac zapobieganie infekcjom
pooperacyjnym. Badania przeprowadzone z zastosowaniem biatek osocza oraz biatek tkanki
facznej jako powlok na PMMA wykazaly, Zze biatka takie jak fibrynogen, laminina
i fibronektyna sprzyjaja przyleganiu bakterii do PMMA, podczas gdy albumina prawie
catkowicie redukuje przyczepnos¢ Staphylococcus aureus iinnych koagulazo-ujemnych
szczepow Staphylococcus [286]. Zmniejszona adhezja komdrek bakteryjnych zostata réwniez
udowodniona w przypadku powlekanych ludzka albuming polietylenowych cewnikdéw
wewnatrznaczyniowych [287]. Liczne prace naukowe potwierdzaja rowniez zmniejszona
adhezje innych szczepéw bakteryjnych takich jak Staphylococcus epidermidis oraz Pseudomonas

aeruginosa do implantéw tytanowych pokrytych albumina.

miejsce
wigzania I

miejsce |
wigzania II o

Rysunek 10. Model struktury BSA [288].

3.3. Kompozyty i powloki polimerowo-ceramiczne modyfikowane AgNPs

W pracach naukowych opisywane sa rowniez réznego rodzaju materiaty kompozytowe
polimerowo-ceramiczne = dedykowane  potencjalnym  zastosowaniom  w medycynie
regeneracyjnej kosci zawierajace dodatkowo AgNPs. Celem prac nad takimi
wielokomponentowymi ukladami jest wytworzenie produktu wspierajacego regeneracje

tkanki kostnej przy jednoczesnym zapobieganiu potencjalnym infekcjom. Correia i in. opisali
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sposOb otrzymywania tréjwymiarowych skafoldow o dzialaniu antybakteryjnym
dedykowanym do zastosowan w regeneracji tkanki kostnej [289]. Rusztowania skladajace si¢
z TCP, alginianu sodu (SA) oraz AgNPs zostaty wytworzone z zastosowaniem techniki druku
3D (rysunek 11). Badacze w swojej pracy potwierdzili aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa
wzgledem szczepu S. aureus wytworzonych w ten sposob rusztowan oraz zdolnos¢ do adhezji,
migracji w glab materiatu, oraz proliferacji komorek osteoblastow. Réwniez Zhang iin.
otrzymali tréjwymiarowe skafoldy oparte na TCP za pomoca technik drukowania 3D.
Kompozyty te zawieraly, poza faza ceramiczna, tlenek grafenu oraz AgNPs. Modyfikacja
skafoldu nastgpita poprzez immersje w roztworze nanoczastek. Otrzymane w ten sposob
materiaty cechowaly sie nie tylko aktywnos$cig wzgledem bakterii E. coli, ale rowniez wyraznie
przyspieszaly roznicowanie osteogenne BMSC. Jednak nalezy pamietaé, ze w przypadku
materialdw modyfikowanych poprzez immersj¢ moze dochodzi¢ do zbyt szybkiego
uwalniania czynnikow aktywnych, co moze powodowac cytotoksycznos¢. Dlatego wazne jest,
aby otrzymywane materialy umozliwialy kontrolowanie kinetyki uwalniania AgNPs

[230,290].
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Rysunek 11. Schemat produkcji skafoldéw za pomoca drukarki 3D (a). Zdjecia makroskopowe
wyprodukowanych rusztowan (b). Obrazy SEM morfologii osteoblastow w obecnosci
rusztowan (c). Jakosciowa ocena mineralizacji na rusztowaniach 3D przez ludzki osteoblast

poprzez barwienie czerwienia alizaryny (d).

Hybrydowe powtoki oparte na warstwowym uktadzie HA, AgNPs i chitozanu na podtozu
Ti modyfikowanym powierzchniowo polidopaming opracowali Li i in. [291]. Przeprowadzone
przez nich badania wykazaty, Zze zastosowana trojwarstwowa powtoka moze skutecznie
spowalnia¢ uwalnianie AgNPs z powloki hybrydowej poprzez mechanizm dyfuzji Ficka oraz
cechuje sie¢ zaréwno aktywnoscia przeciwdrobnoustrojowa wzgledem bakterii E. coli oraz S.
aureus jak iwykazuje dziatanie osteogenne. Zkolei Mishra iin. opracowali powloki
zawierajace inny biokompatybilny zwigzek polimerowy - poli(alkohol winylowy) (PVA) [292].
Wytworzone powloki skiadaly si¢ znanokapsutek AgNPs-PVA osadzonych w matrycy
chitozanowej zawierajacej lek przeciwzapalny - naproksen. Zsyntetyzowane nanohybrydy

zastosowano jako powloki na Ti, ktorego powierzchnie zmodyfikowano (3-
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aminopropylo)trietoksysilanem (APTES). Otrzymane w ten sposdb materiaty wykazywaty
dwojakie dzialanie: doskonale hamowatly tworzenie biofilmu i powodowaty przedtuzone
uwalnianie leku. Testy biokompatybilnosci obejmujace ocene adhezji komorek do podioza
oraz roznicowanie komorek osteoblastéw wykazaly skutecznos¢ opracowanych powtok jako
materialu  do  zastosowan = ortopedycznych. Interesujace  badania  dotyczace
wielokomponentowych antybakteryjnych powlok kompozytowych zawierajacych czynniki
wzrostu zaprezentowali Xie i in. [293]. W celu nadania powierzchni implantéw Ti wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych oraz osteoindukcyjnych badacze otrzymali powloki HA
zawierajace BMP, AgNPs oraz chitozan za pomoca techniki osadzania elektrochemicznego.
W procesie nanoszenia powtok chitozan spetniat role czynnika stabilizujacego AgNPs.
Nastepnie na powlokach HA/AgNPs/chitozan zaadsorbowano BPM z roztworu zawierajacego
heparyne oraz czynnik wzrostu. W rezultacie BPM zostaty unieruchomione na powtokach
przez oddzialywanie elektrostatyczne miedzy chitozanem, heparyna oraz biatkami. Badania
kinetyki uwalniania biatek z materialéw wykazaly, ze BPM sg uwalniane z materiatu
stopniowo: pierwszego dnia nastapito uwolnienie 10% BPM, z kolei dwudziestego piatego
dnia bylo to 56%. Z kolei wyniki testéw antybakteryjnych wskazaty, ze powloki cechowaly sie

aktywnoscia przeciwdrobnoustrojowa zarowno wzgledem S. epidermidis, jak i E. coli.
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IV.CZESC DOSWIADCZALNA

4. Metody badan

4.1. Otrzymywanie ekstraktow oraz naparéw roslinnych

Surowce roslinne wykorzystywane w procesie otrzymywania AgNPs jako potencjalne
czynniki redukujace jony Ag i/lub stabilizujace uzyskane nanostruktury stanowily ekstrakty
oraz napary z:

A. lisci Swiezego karczocha zwyczajnego (Cynara scolymus),
B. suszonych lisci czystka (Cistus incanus, Astron),
C. ziaren ostropestu plamistego (Silybum marianum, Medfuture).

Poszczegdlne etapy procesu niezbedne do otrzymania ekstraktéw inaparéw roslinnych
oraz nanoczastek Ag przedstawia rysunek 12. Przygotowanie surowcoéw roslinnych A-C
obejmowato mycie, suszenie oraz ciecie w mtynku nozowym $wiezego karczocha, suszu lisci

czystka oraz ziarna ostropestu.

ETAPI ETAP III
przygotowanie ETAPII Otrzymanie nanoczastek

surowcow ekstrakcja srebra
ro$linnych

Surowce roslinne

A. Karczoch Mycie Ekstrakcja

zwyczajny (aparat Soxhleta)
Suszenie

B. Ostropest - Przygotowanie

plamisty Ciecie naparow

C. Czystek szary

Rysunek 12. Etapy procesu otrzymania ekstraktow i naparow roslinnych oraz nanoczastek Ag.
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W celu uzyskania wodnych ekstraktéw i naparow uzyto 10 g przygotowanych surowcow
A-C 1150 mL wody destylowanej. Ekstrakcje prowadzono w aparacie Soxhleta przez 10
godzin. W celu przygotowania naparéw roslinnych 10 g poszczegolnych surowcow zanurzono
w 150 mL goracej wody destylowanej (80°C + 3°C) na 30 min. Po uptywie wyznaczonego czasu
roztwory ochlodzono oraz przefiltrowano. Tak przygotowane ekstrakty oraz napary roslinne
przechowywano w temperaturze 4°C ipo uplywie 24 godzin zastosowano w procesie

otrzymywania zawiesin AgNPs.
4.2. Charakterystyka roslinnych ekstraktow oraz naparow

Przygotowane wodne ekstrakty oraz napary poddano ocenie aktywnosci
przeciwutleniajacej stosujac metode redukgji rodnika DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl)

oraz metode Folin-Ciocalteu (F-C).
4.2.1. Ocena aktywnosci antyoksydacyjnej metoda redukcji rodnika DPPH

Ocena aktywnosci antyoksydacyjnej metoda redukcji rodnika DPPH opiera si¢ na
okresleniu skutecznosci antyoksydantéw w dezaktywacji stabilnego wolnego rodnika DPPH
(rysunek 13). Kiedy wolny elektron na atomie azotu tworzacym mostek azotowy zostanie
sparowany przez atom wodoru, silne pasmo absorpgji rodnika DPPH przy dtugosci fali A=517
nm zanika proporcjonalnie do zawartosci antyutleniacza. Na skutek redukcji wolnego rodnika
DPPH powstaje 2,2-difenylo-1-pikrylo-hydrazyna, co skutkuje zmiang zabarwienia roztworu
z ciemnofioletowej na zo6lta [294,295].

W celu przeprowadzenia pomiaru, przygotowano etanolowy roztwor DPPH poprzez
rozpuszczenie 19.71 mg DPPH w 100 mL etanolu (96%). Tak przygotowany roztwor zostat
nastepnie rozcieniczony etanolem do uzyskania absorbancji okoto 0.9. Probke kontrolna
przygotowano przez dodanie do kuwety 2 mL rozciericzonego roztworu etanolu DPPH i 60 pl

etanolu (96%), a nastepnie wykonano pomiar absorbangji (Ao). Badane probki przygotowano
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Rysunek 13. Mechanizm reakgcji 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu (DPPH) z przeciwutlenia-
czem (AH).

poprzez dodanie 2 mL rozciericzonego roztworu DPPH i 60 uL naparu lub ekstraktu. Pomiaru
absorbancji dokonano po 10 min przy A=517 nm w temperaturze pokojowej za pomoca
spektrofotometru UV-Vis Evolution 220 (Thermo Scientific) o rozdzielczosci 1 nm w kuwetach
kwarcowych o dtugos¢ drogi optycznej 10 mm. Dla kazdej probki pomiar przeprowadzono
trzykrotnie i obliczono wartos¢ $rednig absorbancji (As.). Tak otrzymane wyniki oznaczenia
zdolnosci wygaszania wolnych rodnikow (RSA, ang. radical scavenging activity) wyrazono jako

procent inhibicji i obliczono zgodnie z ponizszym réwnaniem (1):

RSA = 2247 1009 [% inhibicji] 1)

Ag
4.2.2. Calkowita zawartos¢ polifenoli metoda Folina-Ciocalteu

Metoda Folin-Ciocalteu, jest metoda kolorymetryczna oznaczania catkowitej zawartosci
polifenoli (TPC, ang. total polyphenol content) w probce i opiera si¢ na pomiarze absorbangji
kompleksu powstatego na skutek redukcji odczynnika F-C. Odczynnik ten stanowi mieszaning
wolframianu sodu (Na2WOs), molibdenianu sodu (Na2MoQs), siarczanu litu (Li2SOs), wody
bromowej i kwaséw: HCI oraz HsPOs. Przyjmuje si¢, ze podczas reakcji dochodzi¢ moze do
redukgji jonéw Mo(VI) do Mo(V), co skutkuje powstaniem niebieskiej barwy, pochodzacej od
kompleksu [PMoW11Ou]*, ktorej intensywnos¢ wzrasta proporcjonalnie do ilosci polifenoli

w probce, co umozliwia pomiar spektrofotometryczny (A=765 nm) [296].
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Jako standard do pomiaru absorbancji zastosowano kwas galusowy, a zawartos¢ polifenoli
w probkach wyrazono jako réwnowazniki kwasu galusowego (GAE, mg'g*). Jako roztwor
roboczy zastosowano wodny roztwdr kwasu galusowego o stezeniu 5 mgmL™, ktory
wykorzystano do przygotowania roztwordw kalibracyjnych o stezeniu od 0.05 mg'mL-"do 0.5
mg mL-. Probki do pomiarow zostaly przygotowane poprzez dodanie do kuwety 20 uL
roztwordw kalibracyjnych, 1.58 mL wody destylowanej i 100 ul odczynnika F-C. Nastepnie po
3 min dodano 300 pL nasyconego roztworu weglanu sodu. Wzorce termostatowano
w temperaturze 40°C przez 30 min. Badane probki przygotowano w sposéb identyczny,
zastepujac roztwory kalibracyjne odpowiednim ekstraktem badZz naparem. Pomiary
prowadzono przy A=765 nm w trzech powtdrzeniach wobec proby Slepej niezawierajacej

kwasu galusowego.

4.2.3. Ocena cytotoksycznosci

Biorac pod uwage potencjalne zastosowania biomedyczne wytwarzanych naparéw oraz
ekstraktow, niezbedne jest dokonanie oceny ich toksycznosci na poziomie in vitro. Ocena
aktywnosci metabolicznej mysich fibroblastow w kontakcie z wybranymi naparami zostata
przeprowadzona zgodnie z miedzynarodowym protokolem przedstawionym w normie ISO
10993-5:2009 dedykowanym ocenie cytotoksycznosci wyrobow przeznaczonych do
zastosowant medycznych. Przedmiot badan stanowily ekstrakty oraz napary roslinne
w zakresie stezen od 0.003% do 100%. Podstawe testu MTT stanowi okreslenie aktywnosci
mitochondrialnej komoérek poprzez pomiar absorbangji fioletowego formazanu (A = 570 nm).
Do redukcji soli tetrazolowej (MTT, bromku 3-[4,5-dimetylotiazolo-2-yl]-2,5-difenylu)
dochodzi pod wplywem dzialania enzymoéw mitochondrialnych, a zatem aktywnos¢
metaboliczna komorek moze by¢ okreslana na podstawie ilosci przetworzonej soli.

Jako komérki docelowe w testach wykorzystano mysie fibroblasty L929 (NCTC klon 929:
CCL 1). Przed wykonaniem testu MTT oceniono zywotno$¢ komorek stosujac metode
wykluczenia z btekitem trypanu. Zawiesing komorkowa o gestosci 2 x 105 komodrek/mL

rozprowadzono w objetosci 100 pL/dotek na sterylng 96-dotkowa ptytke do hodowli
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komédrkowej. W celu unikniecia wpltywu parowania pozywki na zywotnos¢ komorek, 100 pL
pozywki rozprowadzono do studzienek iinkubowano przez 24 godziny (37°C, 5% CO).
Nastepnie przygotowano serie rozcieniczen ekstraktow oraz naparéw w zakresie stezeri 100%-
0.003%, po czym przeprowadzono inkubacje komorek ze 100 pL roztwordéw testowych
w pozywce do hodowli komdrkowej w standardowych warunkach przez 24 godziny. Kontrole
pozytywna (PC) zywotnosci komdrek przeprowadzono stosujac zawiesing komdrek w samej
pozywce wzrostowej zamiast ekstraktu/naparu roslinnego. Po 24 godzinach pozywke
zastgpiono $wieza ido kazdej studzienki dodano 20 pL roztworu MTT. Po 4-godzinnym
okresie inkubagji (37°C, 5% COz) ptytki odwirowano (1400 obr./min, 10 min), supernatanty
usunieto, a przechowywany wewnatrzkomoérkowo formazan MTT rozpuszczono w 100 pl
izopropanolu. Absorbancje mierzono przy referencyjnej dtugosci fali 570 nm za pomoca

spektrofotometru Victor2.
4.2.4. Ocena wlasciwosci prozapalnych

W celu okreslenia, czy badane probki wywotuja efekt zapalny na poziomie in vitro,
zastosowano lini¢ komdrkowa THP1-XBlue™ ludzkich monocytéw w pozywce RPMI-1640.
Aktywacja komoérek THP1-XBlue™ poprzez jeden z receptoréw Toll-podobnych (TLR, ang.
tool-like receptor) indukuje transkrypcje czynnika jadrowego NF-kB, a nastepnie uwalnianie
embrionalnej fosfatazy alkalicznej SEAP. Ten pierwszy moze by¢ wykryty w hodowli
komérkowej przy uzyciu odczynnika Quanti-Blue™. Test umozliwia ilosciowe okreslenie
indukgji jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kB w monocytach, a zatem sprawdzenie,
czy testowane materiaty lub substancje wywoluja miejscowe stany zapalne.

Podobnie jak w przypadku komdrek L929, zywotno$¢ monocytéw oceniano metoda
barwienia biekitem trypanu. Zawiesine komodrkowa doprowadzono do gestosci 2 x 10°
komorek/mL. Nastepnie do studzienek 96-dotkowej ptytki hodowlanej wprowadzono po 180
uL zawiesiny komorkowej. Do wybranych studzienek wprowadzono 20 uL badanych probek
o odpowiednich stezeniach w zakresie od 0.003% do 100% i inkubowano w standardowych

warunkach przez 24 godziny. Jako kontrole ujemng zastosowano nietraktowang hodowle
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komdrkowa, natomiast hodowla monocytéw potraktowana lipopolisacharydem E. coli (LPS)
055:B5 w koncowym stezeniu 1 pg/mL stuzyla jako kontrola pozytywna (PC). Nastepnie
poszczegdlne supernatanty (20 pL) przeniesiono do odpowiednich studzienek plytki
zawierajacej odczynnik detekcyjny Quanti-Blue (180 uL/studzienke) iinkubowano przez 3
godziny. Pomiar absorbancji przeprowadzono przy dlugosci fali 620 nm przy uzyciu czytnika

multidetekcyjnego Spectramax®.
4.3. Otrzymywanie i charakterystyka nanoczastek Ag
4.3.1. Otrzymywanie nanoczastek srebra

Jako zZrédia jondw srebra w procesie przygotowania nanoczastek Ag uzyto roztwordw
AgNOQO:s. Jako potencjalne czynniki redukujace Ag* i/lub stabilizujagce AgNPs zastosowano
ekstrakty i napary roslinne (rysunek 14). w celu przeprowadzenia redukcji Ag*do 5 mL, 10 mL
i15 mL naparéw oraz ekstraktow wkroplono odpowiednio 45 mL, 40 mL i35 mL
przygotowanych roztworéw AgNOs. Proces prowadzono w warunkach ciaglego mieszania.
Wszystkie przygotowane w ten sposdb zawiesiny zawieraty 500 ppm Ag*(Metoda 1). Redukcje
Agr do AgNPs potwierdzily zmiany barwy roztworéw zbezbarwnej na herbaciana.
Otrzymane zawiesiny AgNPs przechowywano w temperaturze 4°C. Jednoczes$nie, w celu
oceny wpltywu dodatkowego srodka stabilizujacego na tworzenie oraz stabilnos¢ AgNPs, do
identycznych uktadéw wprowadzono rowniez poliwinylopirolidon (PVP, MW 8000) (Metoda
2). Stabilizator wprowadzono do naparéw oraz ekstraktow przed rozpoczeciem wkraplania.

Kazdy przygotowany w ten sposob uktad zawierat 500 ppm Ag* w 3% roztworze PVP.
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Ag*
Karczoch zwyczajny .
Ostropest plamisty

Ag*
Czystek szary

Rysunek 14. Schemat zaproponowanych metod otrzymywania nanoczastek Ag.

4.3.2. Otrzymywanie i charakterystyka nanoczastek srebra

W celu potwierdzenia tworzenia AgNPs zgodnie z zaproponowanymi metodami oraz
oceny stabilnosci przygotowanych zawiesin wykorzystano analize spektralng UV-Vis
w zakresie dlugosci fali od 300 nm do 750 nm. PotoZenie maksimum pasma absorpgji jest silnie
zalezne od ksztattu i wielko$ci nanoczastek Ag. Tworzenie AgNPs monitorowano rejestrujac
widma UV-Vis dla maksimum powierzchniowego rezonansu plazmonowego (SPR, ang.
surface plasmon resonance) obserwowanego jako intensywne pasmo absorpci w zakresie
dtugosci fal od 380 nm do 450 nm. Potozenie maksimum pasma ekstynkcji jest zalezne zarowno
od wielkosci nanoczastek, jak i ich ksztaltu. Z kolei szeroko$¢ potéwkowa pasma jest zwigzana
z rozmiarem uzyskanych AgNPs - wezsze pasma oznaczaja mniejszy rozmiar uzyskanych
NPs.

W celu potwierdzenia redukgji jonéw Ag zgodnie z zaproponowanymi metodami oraz
ocene stabilno$ci wczasie wytworzonych nanostruktur prowadzono pomiary
spektrofotometryczne w zakresie dtugosci fal od 300 nm do 750 nm. Pomiaréw dokonywano
w temperaturze pokojowej za pomoca spektrofotometru Evolution 220. Dodatkowo okreslono
stabilno$¢ otrzymanych AgNPs w roztworach symulujacych srodowisko organizmu
ludzkiego takich jak ptyn Ringera, sztuczna slina oraz ptynie symulujacym ptyn ustrojowy

(SBF, ang. simulated body fluid).
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4.3.3. Spektroskopia korelacji fotonow

Sredni rozmiar irozktad wielkosci otrzymanych nanoczastek Ag wyznaczono metoda
dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS, ang. dynamic light scattering) przy uzyciu aparatu
Zetasizer Nano ZS Malvern Panalytical. Urzadzenie wykorzystuje laser He-Ne o mocy 4-mW
i dfugosci fali 633 nm. Spektroskopia DLS opiera si¢ na pomiarze rozproszenia wstecznego
padajacej wiazki, co oznacza, ze wigzka nie musi przenikac przez cata probke, co pozwala na
wyeliminowanie efektu tzw. wielokrotnego rozpraszania. Metoda DLS, znana réwniez jako
spektroskopia korelacji fotonéw (PCS, ang. photon correlation spectroscopy) lub quasi-elastyczne
rozpraszanie swiatla, to technika, ktora przede wszystkim mierzy ruchy Browna czasteczek
w roztworze zachodzace w wyniku ich bombardowania czasteczkami rozpuszczalnika i wiaze
ten ruch z rozmiarem czastek. W zwiazku z tym, Ze sa one w ciaglym ruchu intensywnos¢
$wiatla rozproszonego ulega zmianom w czasie - sygnal zmienia si¢ wolniej dla duzych
czastek, a dla mniejszych - szybciej. Zmiany intensywnosci sSwiatla rozproszonego
rejestrowane sa przez detektor iulegaja przeksztalceniu przy wykorzystaniu réwnania
Stokesa-Einsteina (réwnanie 2.) pozwalajacego na wyznaczenie $rednicy hydrodynamicznej

czastek (Rn):

kT

RH = 3mnD (2)

k - stata Boltzmanna [J/K],

1N - lepko$c rozcienczalnika [Pa-s]

T - temperatura bezwzgledna [K],

D - wspdtczynnik dyfuzji [m?/s].

Przeprowadzony pomiar pozwala na otrzymanie rozkltadu wielkosci czastek, tj.
procentowego udziatu czastek okre$lonych rozmiarach. Podstawowy wykres rozkladu
dotyczy intensywnosci $wiatla rozproszonego, jednak w wyniku odpowiednich przeksztatcen
bazujac na teorii Mie, mozna uzyskac rozklad zalezny od objetosci czastek lub uwzgledniajacy

liczbe czastek.
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4.3.4. Skaningowa mikroskopia elektronowa

Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM) jest powszechnie stosowanym narzedziem
pozwalajacym na dokonanie charakterystyki morfologii r6znego rodzaju materialéw, w tym
rowniez o wymiarach nanometrycznych. Niniejsza technika oparta jest na przemiataniu
powierzchni materiatu silnie zogniskowana wiazka elektronéw wytwarzang przez uklad
elektrooptyczny mikroskopu. Generowanie obrazu mozliwe jest dzigki emisji elektrondw
wtornych (SE), wstecznie rozproszonych (BSE) badZz promieniowaniu rentgenowskiemu,
powstajacych na skutek oddzialywania miedzy elektronami padajacymi, a elektronami
atomow probki. Skaningowy mikroskop elektronowy zostat zastosowany w celu okreslenia
zarowno ksztattu, jak irozmiaru otrzymanych nanostruktur. Charakterystyki morfologii
otrzymanych AgNPs dokonano za pomoca mikroskopu Mikroskop SEM Zeiss Ultra Plus (Carl
Zeiss, Oberkochen, Niemcy) wyposazonego w systemem do mikroanalizy dyspersji energii
promieniowania rentgenowskiego EDS Quantax 400 V. W celu dokonania pomiaréw probki
otrzymanych zawiesin AgNPs zostaly naniesione na podloze krzemowe iodparowane

w temperaturze pokojowej.
4.3.5. Dyfrakcja rentgenowska XRD

Aby okredli¢ strukture krystalograficzna badanych nanoczastek, wykorzystano
dyfraktometr XRD-Philips X'Pert wyposazony w monochromator grafitowy PW 1752/00 Cu Ka
(A =0,15418 nm) z filtrem Ni (40 kV i 30 mA). Pomiar prowadzono w zakresie katéw odbicia
braggowskiego 20 od 35° do 90° w temperaturze pokojowej. Prébki do badan przygotowano
poprzez odparowanie zawiesin nanoczastek w temperaturze 25°C i umieszczenie uzyskanego
suchego osadu na plytce pomiarowej. Otrzymane dyfraktogramy przyporzadkowano do
odpowiednich struktur krystalograficznych z zastosowaniem bazy ICDD® (ang. International

Centre for Diffraction Data®).
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4.3.6. Ocena cytotoksycznosci oraz wlasciwosci prozapalnych nanoczastek Ag

Podobnie jak ekstrakty inapary roslinne, otrzymane suspensje nanoczastek srebra
poddano ocenie cytotoksycznosci oraz wilasciwosci prozapalnych stosujac procedury
analogiczne do przedstawionych w podrozdziatach 4.2.3. Ocena cytotoksycznosci oraz 4.2.4.

Ocena wiasciwosci prozapalnych. Badaniom poddano probki o stezeniach w zakresie 500-0.015

ppm Ag.
4.3.7. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa nanoczastek Ag

Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa otrzymanych nanoczastek Ag testowano zgodnie
z protokotem przedstawionym w normie ISO 20776-1 (Oznaczanie wrazliwosci drobnoustrojéw
i ocena przydatnodci gotowych testéw do oznaczania wrazliwosci na leki przeciwbakteryjne - Czesé 1:
Oznaczanie aktywnosci lekow przeciwbakteryjnych wobec szybko rosngcych tlenowych bakterii
wywotujgcych choroby zakazZne referencyjng metodq in vitro mikrorozcieniczenn w podtozu ptynnym).
Metode mikrorozcienczen w podtozu ptynnym opisana w normie zastosowano do okreslenia
najmniejszych stezent hamujacych wzrost bakterii (MIC, ang. minimal inhibitory concentration)
oraz minimalnych stezen bakteriobdjczych (MBC, ang. minimal bactericidal concentration) dla
otrzymanych nanoczastek. W studzienkach, w ktdérych stezenie AgNPs byto mniejsze od
wartosci MIC, obserwowano zmetnienie podloza spowodowane wzrostem bakterii. Z kolei
MBC okreslato najmniejsza warto$¢ stezenia AgNPs uniemozliwiajace tworzenie kolonii.
Wartosci MIC i MBC okreslono dla dwoch szczepdw bakterii, Staphylococcus aureus (ATTC
6338) i Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228). Przed rozpoczeciem eksperymentu szczepy
bakteryjne zawieszone w bulionie Muellera-Hintona doprowadzono do stezenia 1x10°
CFU/mL. Przygotowano rowniez seri¢ rozcieniczen zawiesin nanoczastek srebra w bulionie
Muellera-Hintona, aby uzyskad stezenia robocze w zakresie 256-0.125 pg/mL. Nastepnie 50 uL
kazdego kazdej zrozcienczonych zawiesin AgNPs zdyspergowano na plytkach do

mikrorozcienczen. Do kazdego dotka ptytki dodano rowna objetos¢ inokulum, uzyskujac
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konicowe stezenie szczepdw bakteryjnych 5x10° CFU/mL. Przygotowana plytke inkubowano

w temperaturze 37°C w warunkach tlenowych.
4.4. Otrzymywanie i charakterystyka hydroksyapatytu

44.1. Otrzymywanie fosforanu wapnia

Synteze HAp przeprowadzono zgodnie z jednym wariantéw tzw. metody mokrej, stosujac
jako substraty Ca(NOs)24H:0 oraz NHsH:POs o stezeniach wynoszacych odpowiednio 0.5
mol/L oraz 0.3 mol/L. Do naczynia reakcyjnego odmierzono 500 mL uprzednio
przygotowanego roztworu zawierajacego jony wapnia oraz 30 mL wody amoniakalnej
o stezeniu 25%, w celu uzyskania zasadowego Srodowiska reakcji. Do przygotowanej w ten
sposOb mieszaniny wkraplano z predkoscia 3 mL/min roztwor fosforanu. Po zakoniczeniu
wkraplania otrzymane zawiesiny mieszano dodatkowo przez 2 godziny po czym
pozostawiono na 24 godziny w celu tzw. dojrzewania osadu. Nastepnie otrzymany fosforan
wapnia przemywano az do uzyskania obojetnego pH popluczyn, po czym przesaczono
i wysuszono.

W celu okreslenia wptywu modyfikatoréw na strukture otrzymanych fosforanéw do
uktadéw reakcyjnych wprowadzono dodatkowo poli(winylopirolidon) oraz etanoloamineg.
Ich stezenia w ukladach reakcyjnych wynosily 3%, 6% oraz 9%. Reakcje prowadzono
w temperaturze 40°C oraz temperaturze wrzenia. Otrzymane produkty poddano suszeniu
z wykorzystaniem:

e lifilizatora Alpha 1-2 LD plus (-55°C, 48 godzin),
e suszarki laboratoryjnej (104°C, 3 godziny),

e pieca komorowego Nabertherm (600°C, 1 godzina).
4.4.2. Analiza skladu fazowego fosforanow wapnia

W celu okreslenia sktadu fazowego otrzymanych materialéw, fosforany poddano analizie

metodg dyfrakcji rentgenowskiej za pomoca dyfraktometru Philips X'Pert w zakresie katow
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20 od 10° do 60°. Analize przeprowadzono z uzyciem bazy ICDD® (ang. International Centre
for Diffraction Data). Ponadto, na podstawie dyfraktogramdéw oraz wyznaczonych szerokosci
potowkowych refleksow (FWHM, ang. fullwidth at half maximum), obliczono wielko$¢
powstatych krystalitow fosforanowych. W obliczeniach zastosowano metode Debye’a-
Scherrera, opisujaca zaleznos¢ pomiedzy wielkosciag krystalitow, a poszerzeniem maksimow
dyfrakcyjnych (réwnanie 3.):

KA
Dp1-cosO

Bk:

)

Bk - szerokos¢ refleksu zalezna od wielko$ci krystalitéw [rad]

K- stata zwigzana z ksztattem (najczesciej przyjmuje wartosc¢ 0.89)
A - dtugos¢ fali promieniowania [A]

D - wielkoé¢ krystalitéw w kierunku prostopadtym do (hkl) [A]

0 - kat Bragga [°]

Dodatkowo, na podstawie uzyskanych dyfraktogramow wyznaczono stopien

krystalicznosci DOC (and. degree of crystallinity). Do obliczenia DOC wykorzystano zalezno$¢
(4):

DpoC = —2¢

-100% 4)

(o a

gdzie A. to powierzchnia pikéw krystalicznych na dyfraktogramie, natomiast A. to
powierzchnia odpowiadajaca amorficznym obszarom dyfraktogramu [297]. Do wyznaczenia

wielkosci odpowiednich powierzchni zastosowano oprogramowanie Origin 2019b.
4.4.3. Spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera

Spektroskopia w podczerwieni jest metoda uzywana do badania struktury
zwiazkdéw chemicznych. Jest to technika opierajaca sie na badaniu absorbcji promieniowania

podczerwonego przez zwiazki chemiczne. Absorbcja promieniowa elektromagnetycznego
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przez molekuly zmienia ich energie rotacyjna ioscylacyjna. Widmo jest otrzymywane
w wyniku absorpcji promieniowana podczerwonego o okreslonej energii w sposob
selektywny przez konkretne grupy funkcyjne. A zatem potoZenie pasm absorpcyjnych na
widmie FTIR odpowiada czestosci wibracji konkretnych grup funkcyjnych w zwiazku. Z kolei
intensywnos$¢ pasm jest proporcjonalna do energii pochtonigetego promieniowania. Na skutek
absorbcji promieniowana moze dochodzi¢ do zmiany dlugosci wigzan czy katéw miedzy
wigzaniami, czyli powstawania drgan rozciagajacych i zginajacych. Drgania mozna rowniez
podzieli¢c uwzgledniajac ruch wzgledem plaszczyzn (drgania w plaszczyznie ipoza
plaszczyzna) oraz symetrie (drgania symetryczne i antysymetryczne). Tak wigc analiza FTIR
pozwala zaréwno na identyfikacje ugrupowan obecnych w badanym zwiazku, jak rowniez na
przeprowadzenie analizy iloSciowej na podstawie intensywnosci pasm.

Widma FTIR probek wytworzonych fosforanow otrzymano z wykorzystaniem
spektrometru ATR-FTIR Thermo Scientific Nicolet iS5 wyposazonego w przystawke
odbiciowa iD7 ATR (krysztal diamentowy) metoda ostabionego calkowitego odbicia (ang.

Attenuated Total Reflectance) w zakresie spektralnym od 4000 cm™ do 400 cm™.
4.4.4. Spektrometria emisyjna ze wzbudzeniem w plazmie indukowanej

W celu przeprowadzenia analizy ilosciowej skltadu pierwiastkowego przygotowanych
proszkow zastosowano spektrometri¢ emisyjna ze wzbudzeniem w plazmie indukowanej
(ICP-OES, ang. Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry). Na podstawie
otrzymanych wynikéw wyznaczono stosunek molowy Ca/P w fosforanach. Analize
przeprowadzono z zastosowaniem spektrometru ICP-OES iCAP 6000 firmy Thermo Scientific
wyposazonego w system optyczny Echelle z detektorem podtprzewodnikowym CID86
z wstrzykiwaniem fadunku, pracujacym w zakresie 166 - 847 nm oraz pdtprzewodnikowy

generator plazmy.

-72-



4.4.5. Skaningowa mikroskopia elektronowa

W celu okreslenia wptywu warunkéw prowadzenia procesu otrzymywania proszkow
ceramicznych na ksztatt oraz wielko$¢ uzyskanych czastek dokonano obrazowania ich
struktury za pomoca skaningowego mikroskopu elektronowego. Obrazowanie struktury
uzyskanych fosforandw przeprowadzono stosujac mikroskop SEM Zeiss Ultra Plus
wyposazony  w systemem do mikroanalizy dyspersji energii promieniowania

rentgenowskiego EDS Quantax 400 V.
4.4.6. Analiza powierzchni wlasciwej fosforanéw wapnia metoda BET

Powierzchnia wtasciwa badanych proszkéw fosforandéw oraz catkowita powierzchnia oraz
rozmiar porow zostaly wyznaczone metoda niskotemperaturowej adsorpgji/desorpgji azotu
z wykorzystaniem analizatora ASAP 2020, Micromeritics. Przed rozpoczeciem pomiarow
materialy zostaly poddane odgazowaniu w temperaturze 100°C przez 4 godziny, po czym
przeprowadzano proces adsorpcji azotu w temperaturze -196°C. Powierzchnie wiasciwa
badanych proszkow wyznaczono w oparciu o model izotermy adsorpcji wielowarstwowej
BET (Brunauera-Emmetta-Tellera). Calkowita powierzchnia oraz rozmiar poréw zostaly

wyznaczone w oparciu o rownanie izotermy adsorpcji BJH (Barreta-Joynera- Halendy).

4.5. Otrzymywanie i charakterystyka matryc polimerowych oraz materialow

polimerowo-ceramicznych

Badania wstepne stanowily podstawe do okreslenia sktadu powlok polimerowo-
ceramicznych ipolegaly na opracowaniu ukladow spelniajacych funkcje osrodka
rozpraszajacego dla wprowadzanej fazy ceramicznej. Badania mialy na celu okreslenie
szybkosci sedymentacji fazy ceramicznej w proponowanych uktadach polimerowych oraz
okreslenie zdolnos$ci do pecznienia w srodowisku symulowanych plynéw ustrojowych.

W procesie otrzymywania matryc polimerowych (Tabela 11.) wykorzystano czynnik sieciujacy

w postaci diakrylanu poli(glikolu etylenowego) (PEGDA, Mn=575) fotoinicjator, ktdry
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stanowil 2-hydroksy-2-metylopropiofenon oraz poli(glikol etylenowy) (MW=6000). Do
procesu sieciowania stosowano lampe z zakresu UV EMITA VP 60 (180 W).

Tabela 11. Sklad kompozycji zastosowanych do otrzymywania materiatow polimerowych.

Seria I - zmienna zawarto$¢ czynnika sieciujacego PEGDA

Objetos¢ PEG Czynnik sieciujacy

Probka  Stezenie PEG [%] Fotoinicjator [pL]

[mL] [mL]

GhH 0.5

G6 0.6

G7 0.7

— 30 5mL 20

G8 0.8

G9 0.9

G10 1.0

Seria II - zmienna zawartos¢ polimeru (PEG)
Prébka  Stezenie PEG [%] Ob]e[t;sLC]PEG PEGDA [mL]  Fotoinicjator [uL]

GV6 15

GV7 20

GVs8 25 5 mL 0.9 20
GV9 30
GV10 35

Seria III - zmienna zawarto$¢ fotoinicjatora
Objetosc Czynnik sieciujacy
Probka Stezenie PEG [%] roztworu PEG Fotoinicjator [uL]
L] [mL]

G9 10

Ga1 15

G92 30 5mL 20 0.9
G93 25

GY9%4 30

Proces prowadzono na szalkach Petriego. Do wytypowanych matryc wprowadzono nastepnie
faze ceramiczna o najkorzystniejszych wlasciwosciach wytypowana na postawie wynikéw

etapu 5.3. pracy dotyczacego charakterystyki fosforanow wapnia. Metoda otrzymywania
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materialéw kompozytowych byta analogiczna do procesu wytwarzania matryc polimerowych.
Faze ceramiczng wprowadzano do matrycy polimerowej w ilosci 2.5% [m/V] w odniesieniu do
objetosci uzytego roztworu PEG. Przed przystapieniem do procesu fotopolimeryzacji,
mieszaniny o zdefiniowanych powyzej sktadach poddawano homogenizagji z zastosowaniem

homogenizatora Polytron PT 2500E przez 5 minut.
4.5.1. Sedymentacja

W procesie przygotowania materialu polimerowo-ceramicznego odpowiedniego do
zastosowania jako material powtokowy zasadniczy wpltyw na uzyskanie jednorodnej powtoki
ma stabilnos¢ uktadu stanowigcego napekniacz zdyspergowany w fazie polimerowej. Zbyt
szybka sedymentacja fazy stalej moze uniemozliwi¢ uzyskanie powtoki o jednorodnej
strukturze. Dlatego tez przeprowadzono badania szybkosci opadania fazy ceramicznej
w zaproponowanych uktadach polimerowych. Stabilnos¢ uktadéw badano z zastosowaniem
urzadzenia MultiScan MS20 Data Physics Instruments. Metoda pomiaru aparatu opiera si¢ na
rejestracji przez fotodetektor transmisji promieniowania o dlugosci fali A = 870 nm
przechodzacego przez probke. W pomiarze rozproszenia wstecznego zrddltem swiatla jest
dioda LED umiejscowiona pod katem 45° wzgledem detektora emitujaca swiatto o takiej samej
dtugosci fali. Pomiar umozliwia przede wszystkim rejestracje szybkosci opadania czastek
w zawiesinie (szybko$¢ sedymentacji) oraz dostarcza informacji o jednorodnosci fazy
zawieszonej. zjego pomoca mozna rowniez wyznaczac stabilnos¢ temperaturowa emulsji.
Intensywnos¢ transmisji i odbicia wstecznego bezposrednio zalezy od liczby, wielkosci i typu
rozproszonych czastek. Dlatego intensywno$¢ $wiatta zmienia si¢ podczas destabilizacji
dyspersji, gdy na przykiad czastki znikaja z drogi swiatta z powodu sedymentagji lub tworza
aglomeraty. Aparat pozwala $ledzi¢ te zmiany, naswietlajac probke wielokrotnie przez
okredlony czas, podczas ktérego skanowana jest cala wysoko$¢ naczynia pomiarowego

zawierajacego probke, dzieki czemu wykrywane sa rowniez lokalne zmiany.
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4.5.2. Kinetyka pecznienia

Zmiennos¢ sktadu i struktury materiatow moze powodowac znaczna réznice w szybkosci
wchianiania cieklego medium, np. plyndw ustrojowych przez materiaty oparte na uktadach
hydrozelowych. Dlatego tez zdolno$¢ pecznienia otrzymanych kompozytéw badano
w symulowanym plynie ustrojowym (SBF, ang. simulated body fluid). W celu zbadania wplywu
sktadu materiatow na kinetyke pecznienia wysuszone krazki materiatdw kompozytowych
o $rednicy okoto 1 cm zanurzono na okreslony czas w roztworze SBF w temperaturze 36.6°C,
po czym wazono na wadze analitycznej. Zdolnos¢ pecznienia kompozytéow inkubowanych

w SBF obliczono wedtug rownania (5):

m;— 1y

S, = (5)

mq

gdzie:

mo - poczatkowa masa probki [g]

mi - masa probki po okreslonym czasie zanurzenia [g]

Kinetyke pecznienia kompozytéow badano za pomoca modelu Voigta (rownanie 6.):

S = Se [1 - e_%] (6)
gdzie:

St- pecznienie w czasie t [%]

Se - pecznienie rbwnowagowe (parametr mocy) [%]

t - czas [min]

T - parametr szybkosci [min] (czas potrzebny do osiagniecia przez prdébke 0.63 catkowitej

zdolnosci pecznienia)
4.6. Otrzymywanie i charakterystyka powlok ceramiczno-polimerowych

W celu przygotowania powlok do roztworu PEG (30%) dodawano kolejno: nanoczastki,

faze ceramiczng oraz czynnik sieciujacy PEGDA. Podczas dodawania kolejnych skladnikéw
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mieszaning poddawano homogenizadji z zastosowaniem homogenizatora Polytron PT 2500E.
Jako ostatni do ukladu wprowadzano fotoinicjator. 200 UL przygotowanej w taki sposéb
mieszaniny nanoszono na plytki ze stopu tytanu Ti-6Al-4V ELI o wymiarach 2.0 cm x 2.5 cm
za pomoca pipety i rownomiernie rozprowadzono na catej powierzchni ptytki, a nastepnie
umieszczono je w polu promieniowania lampy UV EMITA VP 60 (180 W) na 4 minuty w celu
przeprowadzenia fotosieciowania powtok. Przed naniesieniem powlok ptytki zostaly poddane
wytrawianiu przez 5 minut w roztworze kwasu fluorowodorowego o stezeniu 1% w celu
rozwinigcia powierzchni, na ktéra nanoszono materiat powlokowy, a nastepnie przemyte
pieciokrotnie kolejno etanolem (96%) oraz woda destylowana, nastepnie oczyszczone przez
sonikacje w acetonie oraz wodzie destylowanej i finalnie osuszone w suszarce laboratoryjnej

(105°C).

4.6.1 Analiza spektroskopowa w podczerwieni powlok ceramiczno-

polimerowych

Wytypowane materialy ceramiczno-polimerowe poddano analizie zwykorzystaniem
spektroskopii oslabionego catkowitego odbicia w podczerwieni ATR-FTIR. Badania
przeprowadzono w celu weryfikacji skutecznosci fotosieciowania poprzez identyfikacje
poszczegdlnych pasm absorpcji w widmach analizowanych materialéw, ze szczegdlnym

uwzglednieniem tych, pochodzacych od czynnika sieciujacego.

4.6.2. Pomiar chropowatosci powlok

Na procesy regeneracji uszkodzonych tkanek istotny wpltyw ma struktura powierzchni
materialu. Odpowiedni kontakt materialu zsasiednimi tkankami wptywa na adhezje
i odzywienie komorek, co sprzyja ich kolonizacji, proliferacji i réznicowaniu sie, dlatego tez
wytworzone powtoki scharakteryzowano pod katem ich mikrogeometrii. Analizy dokonano

za pomoca profilometru Form Talysurf Series wyposazonego w stykowy czujnik, ktdry
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podczas pomiaru porusza si¢ wzdluz badanej powierzchni. W trakcie pomiaru czujnik
rejestruje wysokos$¢ powierzchni, co pozwala na uzyskanie informacji o jej mikrogeometrii.
Badania obejmowaly pomiar 2D wcelu wyznaczenia Ra (Sredniego odchylenia
arytmetycznego profilu chropowatosci powierzchni) i Rz (maksymalna wysokos¢ profilu) na
odcinku pomiarowym 4 mm (filtr Gaussa dla odleglosci elementarnej Ir = odciecie = 0,8 mm)
oraz stereometryczne pomiary 3D powierzchni probki pokrywajace losowy obszar pomiarowy

1x1mm.
4.6.3. Charakterystyka morfologii powlok

Obserwagji powierzchni wytworzonych powtok dokonano z zastosowanie skaningowego
mikroskopu elektronowego. W celu przygotowania materialéw do analizy mikroskopowej
probki naniesiono na dwustronng tasme weglowa i umieszczono na podiozu miedzianym.
Nastepnie probki poddano napylaniu zlotem, aby uzyskac¢ na ich powierzchni warstwe
przewodzaca prad elektryczny. Obrazowanie i analize cech morfologicznych kompozytow, a
takze sklad chemiczny materiatow, badano za pomoca skaningowego mikroskopu
elektronowego S-4700 Hitachi (Thermo Noran) wyposazonego w detektor EDS. Mikroskopia
elektronowa zostata roéwniez wykorzystana w celu scharakteryzowania powierzchni

materialéw poddanych inkubacji w ptynach symulujacych srodowisko organizmu ludzkiego.

4.6.4. Badania przyczepnosci powlok metoda odrywowa

Badania przyczepnosci powlok do podloza przeprowadzono za pomoca automatycznego
testera przyczepnosci PosiTest ATA20A z elektronicznie kontrolowana pompa hydrauliczna.
PosiTest ATA20A to automatyczny tester przyczepnosci, ktdry jest wykorzystywany do
mierzenia sily przyczepnosci powlok do réznych powierzchni. Tester dziata na zasadzie
przytwierdzenia stempla pomiarowego do powloki za pomoca kleju, a nastepnie mierzenia
sity, ktora jest wymagana do oderwania powloki od powierzchni. Tester ten moze by¢

stosowany do monitorowania jakosci itrwalosci réznych rodzajow powlok, w tym farb,
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lakieréw oraz powlok antykorozyjnych. Tester spelnia wymagania norm miedzynarodowych,
takich jak ASTM D4541/D7234, ISO 4624/16276-1, czy AS/NZS 1580.408.5. W badaniach
zastosowano stemple pomiarowe srednicy 10 mm oraz dwusktadnikowy klej epoksydowy.
W celu przeprowadzenia pomiarow na powierzchnie stykowe grzybkow pomiarowych
naniesiono warstwe kleju, a nastgpnie stemple przytwierdzono do badanych powlok
zapewniajac obcigzenie statyczne ipozostawiono na dwie doby w celu odpowiedniego

zwiazania z badanym podiozem.

4.6.5. Mikroskopia konfokalna

Mikroskopia konfokalna jest technikg stosowana w badaniach biologicznych, dzigki ktdrej
mozliwe jest uzyskanie wysoce szczegdtowych obrazéw struktur wewnatrz komorek i tkanek,
co jest kluczowe dla zrozumienia proceséw biologicznych na poziomie komorkowym.
Pozwala ona rowniez na obserwowanie zmian w morfologii oraz funkcjonowaniu organelli
komorek eksponowanych na przyklad na dziatanie potencjalnych biomateriatéw poprzez
stosowanie zwigzkow selektywnie barwigcych poszczegolne organelle komdrkowe.

W obrazowaniu konfokalnym zastosowano lini¢ komorkowa mysich fibroblastéw 1929,
ktora jest rutynowo stosowana izalecana jako linia standardowa w kontaktowym tescie
cytotoksycznosci. Hodowle komodrek prowadzono w temperaturze 37°C, w atmosferze 5%
CO: oraz wilgotnosci >90% w butelkach hodowlanych na podtozu RPMI-1640 (Cytogen)
uzupelnionym antybiotykami - penicyling (100 U/mL) istreptomycyna (100 ug/mL) oraz
dezaktywowana surowica bydleca (10% wag.).

200 uL przygotowanej w ten sposob zawiesiny komodrek (2 x 10° komdrek/mL)
wprowadzono do studzienek 12-dotkowej plytki hodowlanej, a nastepnie inkubowano przez
24 godziny (w standardowych warunkach) wcelu adhezji do powierzchni naczynia
i odtworzenia pojedynczych warstw komorek. Plytki stopu Ti (10 mm x 10 mm) pokryte
powtlokami zostaly umieszczone na wysianych komorkach, a nastepnie inkubowane przez 48
godzin (37°C, 5% CQOz). Po tym czasie materialy usunieto ze studzienek, po czym komorki

przemyto pieciokrotnie za pomoca PBS, a nastepnie utrwalono metanolem (99.6%). Nastepnie
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jadra komorkowe przez wybarwiano odczynnikiem DAPI ((4', 6-diamidyno-2-fenyloindol)
przez 10 minut oraz kolejno przez 5 minut wybarwiano btony komodrkowe znacznikiem
fluorescencyjnym DiOC6 (0.5 g/mL roztwor jodku 3,3"-diheksyloksakarbyliny). Monowarstwy
przemyto 5 razy roztworem PBS. Obrazowanie mikroskopowe wykonano za pomoca
mikroskopu konfokalnego Leica TCS SP8. Do wzbudzenia fluorescencji DAPI i DIOC uzyto
laseréow o diugosci fali 405 nm 1488 nm, a emisje znacznikow DAPI i DIOC zostaty
zarejestrowane przez detektory lampy fotomultiplikacyjnej (PMT) w zakresie 410-480 nm
i 495-580 nm.

4.6.6. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa powlok

Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa otrzymanych powlok badano wobec dwdch
szczepow bakteryjnych z rodzaju Staphylococcus stosujac test oparty na enzymatycznej redukgji
soli tetrazolowej MTT. W badaniach wykorzystano bakterie S. aureus (ATCC 25923) i S.
epidermidis (ATCC 12228). Chociaz badania dotyczace enzymatycznej redukgi soli
tetrazoliowych zostaly po raz pierwszy zastosowane w badaniach nad komodrkami
eukariotycznymi, ten typ testow jest obecnie réwniez stosowany do oceny zywotnosci
komorek drobnoustrojéw, mimo ze mechanizm redukcji MTT przez bakterie jest wcigz stabo
poznany [298]. Szczepy bakterii S. aureus i S. epidermidis hodowano w bulionie tryptonowo-
sojowym (TSB) w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Zawiesiny bakteryjne odwirowano
(3000 obr./min przez 15 min) i ponownie zawieszono w pozywce TSA. Gestos¢ bakterii
mierzono za pomoca nefelometru. Wartosci OD zawiesin bakterii doprowadzono do 2.0
i rozcienczono pozywka TSA do uzyskania 1 x 107 CFU/mL. Materialy znaniesionymi
powtokami inkubowano w ptytkach 12-studzienkowych zawierajacych po 200 puL zawiesin
bakteryjnych poszczegdlnych szczepéw przez 24 godziny (37°C, 5% COz), zastepujac co 12
godzin zawiesine bakteryjng porcja Swiezej. Nastepnie plytki 12-dotkowe optukano
roztworem PBS usuwajac nieadherentne bakterie, po czym do dotkéw wprowadzono po 1 mL

roztworu MTT i plytki inkubowano przez 4 godziny (37°C, 5% CO:). Nastepnie dokonano
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pomiaréw absorbangji przy referencyjnej dtugosci fali 570 nm, stosujac spektrofotometryczny

czytnik ptytek Victor2.

4.6.7. Adhezja komdrek bakteryjnych

Pierwszym etapem formowania si¢ biofilmu bakteryjnego jest adhezja komorek
bakteryjnych. Aby oceni¢ zdolnos¢ do adhezji komoérek bakteryjnych szczepéw S. aureus i S.
epidermidis badane materialy poddano inkubacji przez 24 godziny w plytkach 12-dotkowych
zawierajacych po 200 uL zawiesin bakteryjnych poszczegdlnych szczepdw, przy czym
zawiesiny zastepowano swiezymi co 12 godzin w celu sprawdzenia skutecznosci materialéw
w przypadku ciezkich infekcji bakteryjnych. Po 24 godzinach probki utrwalano 4%
paraformaldehydem przez 30 minut. Bakterie nieadherentne usunieto roztworem PBS, a
pozostate bakterie barwiono przez 30 minut oranzem akrydyny. Wybarwione probki
umieszczono na szkietkach ze $rodkiem zamykajacym (Leica CV Ultra) i dokonano

obrazowania biofilmu za pomoca konfokalnej mikroskopii laserowe;.

5. Wyniki i dyskusja
5.1. Charakterystyka roslinnych ekstraktow oraz naparow

5.1.1. Ocena aktywnosci antyoksydacyjnej oraz calkowita zawartos¢

polifenoli

Na rysunku 15. przedstawiono wyniki oznaczenn aktywnos$ci antyoksydacyjnej
ekstraktéw oraz naparow zsuszonych lisci czystka szarego (Cistus incanus), karczocha
zwyczajnego (Cynara scolymus) oraz ziaren ostropestu plamistego (Silybum marianum) za
pomoca metody DPPH oraz wyniki oznaczenia catkowitej zawartosci polifenoli (TPC) metoda
Folina-Ciocalteu (F-C). Wyniki oznaczenia zdolnosci antyoksydacyjnych zostaly wyrazone

jako % inhibicji, z kolei catkowitg zawarto$¢ polifenoli przedstawiono jako ekwiwalent kwasu
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galusowego na gram surowca. Wszystkie przebadane proby wykazywaly aktywnosc
przeciwutleniajaca. Uzyskane wartosci dla nierozcienczonych ekstraktow oraz napardw,
w przeliczeniu na % inhibicji, miescity si¢ w przedziale od 26.2 + 2.3% inhibicji do 90.0 + 0.6%
inhibicji, przy czym najwyzsza sposrod wartosci dotyczyta naparu z suszonych lisci czystka
szarego. Z kolei najwyzsze wartosci % inhibicji sposrod wszystkich badanych probek
wykazywaly ekstrakty oraz napary z ziaren ostropestu plamistego, ktdrych wyznaczenie
wymagalo przygotowania 5-krotnych rozcienczen. Otrzymane wyniki nie wykazaty
jednoznacznego wplywu metody ekstrakcji na wartosci uzyskanych wynikéw w przypadku
dwdch sposrdd stosowanych surowcow. Wyrazna réznica pomiedzy wartosciami RSA naparu
oraz ekstraktu obserwowana jest tylko w przypadku suszu lisci czystka szarego. Takie
zjawisko moze by¢ spowodowane wysoka zawartoscig termolabilnych zwigzkéw o dziataniu
antyoksydacyjnym, co wplywa na wyzsze wartosci RSA naparu przygotowywanego
w temperaturze poczatkowej wody wynoszacej 80°C wzgledem ekstraktu przygotowanego
w 12-godzinnym procesie ekstrakcji w temperaturze wrzenia ekstrahenta. Dziatanie
przeciwutleniajace naparéw oraz ekstraktoéw wodnych C. incanus metoda oparta na redukcji
rodnika DPPH zostalo przebadane przez wiele zespotdw badawczych. Wyniki otrzymane
przez Bernacka i in. wskazuja na wartos$ci RSA naparu w przedziale od 24.09 + 1.4 do 30.90 +
5.31% inhibicji [299]. Napary otrzymano zC. incanus w procesie trwajagcym 15 min
z zastosowaniem wody w temperaturze wrzenia. W badaniach wiasnych warto$¢ ta byla
znacznie wyzsza (90.0 + 0.6% inhibicji), co moze wskazywac, ze korzystniejsze warunki do
otrzymania naparu o silniejszej aktywnosci przeciwoksydacyjnej zapewnia stosowanie nizszej
temperatury ehstrahenta (80°C).

Zaleznos¢ rodzaj ekstrakcji - wartos¢ RSA nie jest obserwowana w przypadku pozostatych
surowcow, gdzie warto$ci RSA naparow i ekstraktéw sa na podobnym poziomie. Jednakze,
w przypadku ekstraktu i naparu z ziaren ostropestu plamistego, wartosci RSA sa ok. 5 razy
wyzsze niz w przypadku karczocha zwyczajnego. Swiadczy¢ to moze, Ze ziarna ostropestu
plamistego sa surowcem, ktérego zardwno ekstrakcja, jak iparzenie dostarczaja réwnie

wysokich ilosci zwigzkow antyoksydacyjnych.
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Rysunek 15. Wyniki pomiardw potencjatu przeciwutleniajacego (RSA) metoda DPPH

wyrazone jako % inhibicji. Probki oznaczone * zostaty 5-krotnie rozcienczone.

Na rysunku 16. przedstawiono wyniki oznaczenia catkowitej zawartosci polifenoli
w naparach oraz ekstraktach oznaczonych metoda F-C i otrzymanych z zastosowaniem wody
jako czynnika ekstrahujacego. Wszystkie produkty poddane analizie cechowatly si¢ obecnoscia
polifenoli. Najnizsza zawartos¢ zwiazkow polifenolowych (12.6 + 1.0 mg GAE/g surowca)
stwierdzono w przypadku ekstraktu z lisci czystka. Z drugiej jednak strony, napar otrzymany
z tego surowca cechowal sie najwyzsza wartoscia TPC sposrod badanych probek. Moze to
potwierdzac teorig, ze dtugotrwata ekstrakcja C. incanus prowadzi to obnizenia jego wlasnosci
antyoksydacyjnych na skutek rozpadu zwiazkéw przeciwutleniajacych nietrwatych
termicznie. Warto$ci TPC w granicach od 57.3+9.4 mg GAE/g surowca do 78.3+6.1 mg GAE/g

surowca zostaty uzyskane dla pozostalych naparéw oraz ekstraktow.
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Rysunek 16. Wyniki oznaczenia catkowitej zawartosci polifenoli metoda F-C .

Degradacja termiczna jest najczestsza przyczyna rozkladu polifenoli. Dodatkowo,
temperatura ekstrakcji moze mie¢ rowniez wplyw na rodzaj ekstrahowanych polifenoli. Warto
podkresli¢, ze poszczegdlne surowce wykorzystane do produkcji naparow iekstraktow
cechuja sie¢ réznym profilem antyoksydacyjnym wynikajacym zrdznej zawartosci
poszczegdlnych zwiazkdéw w surowcach, a co za tym idzie sktad otrzymanych naparow oraz
ekstraktéw jest rézny. W zwiazku z czym nalezy si¢ spodziewac zrdznicowanej stabilnosci
termicznej poszczegdlnych badanych produktéw roslinnych.

W przypadku czystka, analiza skladu polifenolowego roztworu wodnego ekstraktu
przeprowadzona przez Barrajon-Catald iin. wykazala, Ze jego wyrazna aktywnos¢
przeciwutleniajaca opiera si¢ na trzech gldwnych grupach zwiazkow: flawonoidach,
pochodnych kwasow fenolowych igarbnikach. W wodnym ekstrakcie zC. incanus
zidentyfikowano dziewiec¢ flawonoiddw, w tym cztery flawanole i pie¢ pochodnych flawonoli,
takich jak rutyna, mirycytryna ikwercetyna. Zawartos¢ garbnikéw byta znikoma -
zidentyfikowano jedynie kwas galusowy iheksahydroksydifenoiloglukoze [300]. Badania

dotyczace stabilnosci rutyny oraz kwercetyny przeprowadzil Buchner iin. [301] Zgodnie
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z wynikami otrzymanymi przez naukowcow, stezenie obydwu flawonoidéw malato wraz
z czasem ekstrakcji przeprowadzonej w temperaturze 100°C z zastosowaniem wody jako
czynnika ekstrahujacego. Badania dotyczace stabilnosci réznych polifenoli w trakcie procesow
ekstrakcji wskazuja, Ze rozne grupy zwiazkow cechuje rozna stabilnos¢ podczas procesu. Dla
przykladu, badania przeprowadzone przez Ross iin. wykazaly, Zze zawartos¢ katechin
i epikatechin w ekstraktach z winogron zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem temperatury
ogrzewania, podczas gdy zawartos¢ gallokatechiny i kwasu galusowego wzrasta. Z kolei
badania dotyczace stabilnosci  antocyjandéw wykazaly wzrost wydajnosci ekstrakcji
w poczatkowym czasie w zakresie temperatur wynoszacym 20 - 45°C. Jednak juz
w temperaturze powyzej 45°C zaobserwowano spadek ich zawartosci w ekstrakcie.
Interesujace badania zostaly przeprowadzone przez Vergara-Salinas iin. [302] Badacze
w swojej pracy okreslili wplyw temperatury na sklad ekstraktu ztymianku. Badania
wykazaly, Zze w zaleznosci od stosowanej temperatury ekstrakci sklad otrzymanych
ekstraktow roznit sie, mimo stosowania tego samego surowca. Stezenie kwasu
hydroksyfenylopropionowego wzrosto niemal trzykrotnie, gdy temperatura ekstrakgji
wynosita 200°C, podczas gdy optymalna temperatura dla kwasow hydroksycynamonowych,
flawondéw i flawonoli wynosita 100°C. Dodatkowo, wyzsze temperatury ekstrakcji wplywaty
na mniejsza réznorodnosc¢ typow ekstrahowanych polifenoli.

Brakuje réwniez konsensusu w kwestii korelacji wartosci TPC =z aktywnoscia
przeciwutleniajaca. Niektorzy badacze wskazuja, ze jej brak ma zwiazek z réznorodnoscia
struktur polifenoli oraz ich zmiennoscia, co wptywa na zdolnosci antyoksydacyjne. Benavente-
Garcia iin. badali flawonoidy pozyskiwane ze skorek cytrusow i ustalili, ze na wzrost
zdolnos$ci  przeciwutleniajacej flawonoidéw  wptywaja  struktura  orto-dihydroksy
(katecholowa) w pierscieniu B (rysunek 17A), wiazanie podwdjne 2,3 w koniugacji z 4-
oksofunkcyjna grupa karbonylowa w pierscieniu C (rysunek 17B) oraz dodatkowa obecnos¢

grup OH w pierscieniu A na pozycjach 315 (rysunek 17C) [303].
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Rysunek 17. Struktura orto-dihydroksy (katecholu) w pierscieniu B (A); wiazanie podwdjne
2,3 w koniugacji z4-oksofunkcyjna grupa karbonylowa w pierscieniu C (B);, grupy
hydroksylowe w pozycjach 3i5 (C).

Warto réwniez zaznaczy¢, ze za aktywnos$¢ antyoksydacyjng ekstraktoéw moga réwniez
odpowiadac inne zwiazki o dziataniu przeciwutleniajacym takie jak witaminy, (np. witamina
C oraz witamina E), polisacharydy i peptydy, ktore rowniez moga by¢ pozyskiwane podczas

procesu [304-306].
5.1.2. Ocena cytotoksycznosci

Biorac pod uwage, ze podjeta tematyka badawcza pracy skupia sie na materiatach, ktére
moga by¢ potencjalnie stosowane jako biomaterialy, istotne jest zagadnienie zwigzane
z bezpieczenstwem ich uzytkowania w $rodowisku tkankowym. W tym celu zostata
zastosowana metoda oceny cytotoksycznosci podczas bezposredniego kontaktu - MTT, ktdra
jest obecnie najczesciej stosowanym do oceny dziatania cytotoksycznego testem i jest zalecana
jako metoda referencyjna przez miedzynarodowe organizacje normotworcze. Badania
dotyczace cytotoksycznosci przygotowanych naparéw oraz ekstraktéw rodlinnych
przeprowadzono zgodnie z zaleceniami normy ISO 10993-5 Biologiczna ocena wyrobéw
medycznych - Czes¢ 5: Badania cytotoksycznosci in vitro, ktora ma status normy zharmonizowanej
z dyrektywami 93/42/EWG i 90/385/EWG dotyczacymi wyrobow medycznych i aktywnych

wyrobéw medycznych do implantacji. Zgodnie zwytycznymi normy, materiat
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o zastosowaniu medycznym uwaza si¢ za cytotoksyczny, gdy zywotnos¢ fibroblastow 1929
poddanych dziataniu badanych substancji przez 24 godziny zostanie obnizona o wiecej niz
30%. Metoda MTT jest technika kolorymetryczng oparta na pomiarze absorbangji
zredukowanej soli tetrazolowej przez aktywne metabolicznie komorki.

Ocenie cytotoksycznosci poddano wybrane napary oraz ekstrakty wytypowane na
podstawie wynikéow badan przedstawionych w podrozdziatach 5.2.1 oraz 5.2.2., w ktorych
poddano ocenie zdolno$¢ poszczegolnych napardw oraz ekstraktow do redukgji jondw srebra
oraz stabilizacji otrzymanych nanostruktur w srodowisku o zmiennym pH. Wyniki badan
cytotoksycznosci uzyskane w tescie MTT przedstawiono na rysunku 18.

Przeprowadzone testy cytotoksycznosci wykazaty, ze napar z karczocha w stezeniach
100% i 50% wykazuje silng aktywnos¢ cytotoksyczna, prowadzaca do znacznego zmniejszenia
zywotnosci komorek mysich fibroblastow L929 odpowiednio do 13.1 + 1.3% i41.6 + 1.5%.
Jednakze napar o stezeniu 25% wzgledem naparu uzyskanego bezposrednio w procesie, nie
wywoluje efektu cytotoksycznego - zywotnos¢ komodrek poddanych jego dziataniu pozostaje
na poziomie bezpiecznym biologicznie i wynosi 82.3 + 6.7%. Kolejne testowane rozciericzenia
nie wplywaja istotnie na zywotnos$¢ komdrek, ktéra wynosi od 80.1 +2,1% do 91.2 + 6.0%. Na
podstawie uzyskanych wynikdow mozna wnioskowaé, Zze w procesie otrzymywania
nanoczastek nalezy uzy¢ naparu zkarczocha o stezeniu 25% lub nizszym wzgledem
otrzymanego, aby wyeliminowa¢ potencjalny efekt cytotoksyczny zawiesin nanostruktur
wynikajacy z zastosowania zbyt stezonego naparu. W przypadku ekstraktu oraz naparu
z czystka, uzyskane wyniki wykazaly, ze obydwa badane produkty w stezeniach w zakresie
od 0.39% do 100%, wykazuja dziatanie cytotoksyczne, prowadzace do zmniejszenia
zywotnosci fibroblastéw w poréwnaniu z komérkami hodowanymi w pozywce o wiecej niz
30%. Warto zauwazy¢, ze w przypadku zaréwno naparu, jak iekstraktu efekt ten jest
obserwowany w takim samym zakresie stezen, co moze sugerowac, ze w obydwu procesach
dochodzi do izolacji zwiazku lub zwiazkéw, wptywajacych negatywnie na zywotnos¢
traktowanych komorek, badz tez jest to efekt dziatania produktéw powstajacych na skutek

rozpadu termicznego zwiazkéw bedacych sktadnikami ekstraktu.
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Rysunek 18. Przezywalnos¢ komodrek mysich fibroblastéw L[929 traktowanych naparem

z karczocha (A), naparem (B) oraz ekstraktem (C) z czystka. Wykresy przedstawiaja wartosci

Srednie + SD (n=6).
5.1.3. Ocena wlasciwosci prozapalnych naparéw oraz ekstraktow

Interakcja materiatow przeznaczonych do zastosowan biomedycznych z komorkami
immunologicznymi moze prowadzi¢ do aktywaci monocytéow, a w konsekwencji do
miejscowego zapalenia, uszkodzenia tkanek, a nawet skutkéw ogdlnoustrojowych. Z tego
wzgledu kluczowe jest wykrycie potencjalnego efektu prozapalnego, wywotanego mozliwym

oddziatywaniem materiatu na otoczenie tkankowe.
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Do oceny aktywnoSci prozapalnej przygotowanych naparéw oraz ekstraktow
wykorzystano test immunokompatybilnosci z zastosowaniem linii komoérkowej ludzkiej
monocytow THP1-XBlue™. Aktywacja komoérek THP1-XBlue™ za posrednictwem receptorow
typu Toll prowadzi do transkrypgji czynnika jadrowego NF-«kB, a nastepnie do uwolnienia
enzymu zwiazanej z alkaliczng fosfataza, ktory jest wykrywany w hodowli komdérkowej przy
uzyciu testu Quanti-Blue™. Kontrole pozytywna w tescie stanowity komdrki wzbudzone
endotoksyng - lipopolisacharydem bakterii E. coli (1 ug/mL), z kolei kontrole negatywna -
nietraktowana hodowla komoérkowa.

Wyniki przeprowadzonych badan przedstawiono na rysunku 19. W przypadku naparu
z karczocha w zakresie stezen od 25% do 0.39% zaobserwowano nieznaczne wzbudzenie
w porownaniu do nietraktowanej hodowli komodrkowej. Efektu tego nie obserwowano
w przypadku ekstraktu oraz naparu z czystka dla zakresu stezen bezpiecznych dla komorek
L929 na poziomie in vitro. Nieznaczna aktywacja monocytéw obserwowana dla ekstraktu
z karczocha moze by¢ zwigzana z obecnoscig polisacharydow, takich jak inulina, ktora jest
nierozpuszczalnym cukrem ztozonym z faricuchow polimerowych B(2-
1)polifruktofuranozylo-a-D-glukozy. Rosliny zrodziny Compositae, w tym karczochy,
wytwarzaja inuline jako weglowodan magazynujacy, ktéry moze oddziatywaé z monocytami

indukujac wewnatrzkomorkowa ekspresje TNF-a w monocytach [307].
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Rysunek 19. Wyniki badan immunogennosci przeprowadzonych dla naparu z karczocha (A),
naparu z czystka (B) oraz ekstraktu z czystka (C). Dane przedstawiono jako wartos¢ sredniq

+SD (n=6).
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5.2. Charakterystyka nanoczastek srebra

5.2.1. Spektrofotometryczna charakterystyka zawiesin AgNPs

Obecnos¢ nanoczastek w uzyskanych zawiesinach potwierdzano wykorzystujac
instrumentalng metode spektrofotometrii absorpcyjnej UV-Vis w zakresie dtugosci fali 300-750
nm w temperaturze pokojowej z zastosowaniem spektrofotometru Evolution 220. Pomiary
prowadzono z uzyciem kuwet o dtugosci drogi optycznej 10 mm.

Miniaturyzacja rozmiaréw metali do skali nanometrycznej skutkuje pojawieniem si¢ barw
w roztworach ich koloidéw, =zwigzanych =ze zjawiskiem oscylacji plazmonow
powierzchniowych (SPR, ang. Surface plasmon resonance) - w przypadku nanoczastek Ag
obserwuje sie charakterystyczny herbaciany kolor. Zgodnie z teorig Mie, potozenie maksimum
absorpcji (Amax) jest zalezne od rodzaju nanoczastek oraz ich wielkosci [308]. w przypadku
nanoczastek srebra Amax miesci si¢ w przedziale od 380 nm do 460 nm. Zjawisko wystepowania
plazmonu powierzchniowego moze by¢ stosowane do oceny wielkosci czastek oraz ich
tendencji do tworzenia si¢ agregatow.

Analiza w zakresie UV-Vis suspensji nanosrebra potwierdzita powyzsze zalozenia
teoretyczne. Nanosuspensje srebra absorbowaly promieniowanie elektromagnetyczne
o diugosci fali od okoto 380 nm do 460 nm. Widma absorpcyjne UV-Vis nanoczastek srebra
otrzymanych w wyniku redukcji AgNOs z zastosowaniem 5 mL, 10 mL i 15 mL naparéw
i ekstraktow z karczocha przedstawiono na rysunku 20.

Zaréwno w przypadku nanoczastek otrzymywanych z zastosowaniem naparu, jak i tych
przygotowanych z uzyciem ekstraktu z karczocha, obserwowane byto powstawanie pasma
absorbcji w charakterystycznym dla AgNPs zakresie dtugosci fali. Obserwacja widm w czasie
pozwolita dodatkowo zauwazy¢ nieznaczne przesuwanie si¢ potozert maksiméw absorbancji
wraz z uplywem czasu w kierunku fal dtuzszych (ang. red-shift, przesunigcie ku czerwieni), co
spowodowane jest wzrostem rozmiardw otrzymanych nanostruktur. Warto réwniez

zauwazy¢, ze pasma absorbcji w charakterystycznym dla AgNPs obszarze sa widoczne juz po
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2 godzinach i pozostaja wyraznie zauwazalne az do 2 miesiecy od momentu otrzymania
nanostruktur. Co wazne, analiza spektralna w zakresie UV-Vis wykazala, ze zaréwno wodny
napar, jak iekstrakt maja zdolno$¢ redukcji Ag* do Ag® oraz stabilizacje powstatych
nanostruktur, co prowadzi do wniosku, ze zaproponowane metody otrzymywania naparu
i ekstraktu pozwalaja na uzyskanie produktéw zawierajacych zwiazki fitochemiczne majace
charakter zaréwno przeciwutleniajacy, jak i stabilizujagcy w odniesieniu do AgNPs.

Dosi i in. przeanalizowali warto$¢ odzywcza gtowy karczocha i wykazali, ze 100 g Swiezej
glowki kwiatostanéw karczocha zawiera okolo 3 g biatka [309]. Biatka, poza ich
wlasciwosciami odzywczymi, znane s réwniez jako doskonale czynniki stabilizujace
nanoczastki srebra, co jest spowodowane ich silnym powinowactwem do metali [310].

Réwnolegle przeprowadzono badania majace na celu okreslenie wptywu dodatku
polimerowego stabilizatora (PVP) na proces otrzymywania nanostruktur Ag. Widma UV-Vis
otrzymanych nanostruktur przedstawia rysunek 21. Zastosowanie dodatkowego stabilizatora
zdaje si¢ spowalnia¢ tworzenie nanostruktur srebra. Na widmach 21A, 21D oraz 21E brak jest
charakterystycznego pasma absorbgcji w przypadku pomiaru wykonanego po 2 godzinach.
Dodatkowo, widma probek nanosuspensji otrzymanych z zastosowaniem najwiekszej ilosci
naparu oraz ekstraktu z karczocha nie wykazuja symetrycznego oraz ostrego pasma absorbgji

typowego dla nanoczastek rowniez w pomiarze wykonanym po 2 dniach.
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Rysunek 20. Widma UV-Vis nanoczastek Ag otrzymanych z zastosowaniem 5 mL(A), 10 mL

(©), 15mL (E) naparu z karczocha oraz 5 mL(B), 10 mL (D), 15 mL (F) ekstraktu z karczocha.

Ponadto, widma niektorych otrzymanych nanosuspensji maja charakter bimodalny, co

najwyrazniej widac¢ na rysunku 21E. Otrzymane wyniki sugerujg, ze dodatek polimerowego
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stabilizatora wptywa na tworzenie si¢ nanoczastek o zréznicowanej wielkosci, a dodatkowo

wydtuza czas ich formowania.
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Rysunek 21. Widma UV-Vis AgNPs otrzymanych z zastosowaniem 5 mL(A), 10 mL (C), 15mL
(E) naparu z karczocha oraz 5 mL (B), 10 mL (D), 15 mL (F) ekstraktu z karczocha w obecnosci

polimerowego stabilizatora (PVP).
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Rysunek 22. Widma UV-Vis nanoczastek Ag otrzymanych z zastosowaniem 5 mL(A), 10 mL

(©), 15mL (E) naparu z czystka oraz 5 mL(B), 10 mL (D), 15 mL (F) ekstraktu z czystka.
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Rysunek 23. Widma UV-Vis nanoczastek Ag otrzymanych z zastosowaniem 5 mL(A), 10 mL

(©), 15 mL (E) naparu z czystka oraz 5 mL(B), 10 mL (D), 15 mL (F) ekstraktu z czysta

w obecnosci polimerowego stabilizatora (PVP).
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Na rysunku 22. przedstawiono widma nanoczastek uzyskanych z zastosowaniem naparu
oraz ekstraktu zczystka wilosci 5 mL, 10 mL oraz 15 mL. Podobnie jak w przypadku
poprzedniego surowca roslinnego pasmo absorbcji odpowiednie dla AgNPs jest
obserwowalne juz po 2 godzinach. Niemniej jednak, rejestrowane widma nie cechuja si¢
symetria - rowniez w przypadku nanosuspensji otrzymanych zzastosowaniem 5 mL
roztwordw fitochemikalidow, co moze sugerowal, zZe otrzymane nanoczastki cechuje
zroznicowana wielkos¢. Dodatkowo, zmienno$¢ ksztattu pasm widm rejestrowanych po
réoznym czasie od otrzymania AgNPs wskazuje na nieprzerwanie zachodzace procesy
zwigzane np. z tworzeniem aglomeratow, a co za tym idzie - brak mozliwosci przewidzenia
wlasciwosci otrzymanych AgNPs w czasie. Niemniej, zardowno napar, jak i ekstrakt z czystka
wykazuja wlasciwosci pozwalajace na otrzymanie nanostruktur srebra. Réwniez w przypadku
zastosowania dodatkowego polimerowego stabilizatora obserwowane sa podobne efekty
zwigzane z niejednorodnym rozkladem wielkosci otrzymanych nanoczastek (rysunek 23).

Na rysunku 24. przedstawiono widma zarejestrowane dla suspensji przygotowanych
z uzyciem ekstraktu oraz naparu z ostropestu. Co ciekawe, obydwa roztwory pomimo, ze
cechowaly sie znaczacymi zdolnosciami antyoksydacyjnymi, nie wykazaty zdolnosci do

stabilizowania nanostruktur Ag.
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Rysunek 24. Widma UV-Vis otrzymane w probie otrzymania AgNPs z zastosowaniem 5

mL(A), 10 mL (C), 15 mL (E) naparu z ostropestu oraz 5 mL(B), 10 mL (D), 15 mL (F) ekstraktu

z ostropestu.

Podczas pomiaréw widm absorbcji nie zaobserwowano wyraznych iostrych pasm

charakterystycznych dla nanoczastek Ag, co wskazuje na fakt, Ze zastosowanie zaréwno
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naparu, jak i ekstraktu w roli stabilizatoréw nie pozwala na uzyskanie nanostruktur. Co wiecej,

rowniez dodatek polimerowego stabilizatora nie sprzyja ich formowaniu (rysunek 25).
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Rysunek 25. Widma UV-Vis otrzymane w prébie otrzymania AgNPs z zastosowaniem 5

mL(A), 10 mL (C), 15 mL (E) naparu z ostropestu oraz 5 mL(B), 10 mL (D), 15 mL (F) ekstraktu

z ostropestu w obecnosci polimerowego stabilizatora (PVP).
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Pozwala to wyciagna¢ wnioski, ze fitochemikalia pozyskane z zastosowanego surowca
roslinnego w postaci ziaren ostropestu, pomimo silnych wlasciwosci antyoksydacyjnych, nie
pozwalaja na uzyskanie nanoczastek Ag. Rowniez w tym przypadku wyrazne i ostre piki

w zakresie dtugosci fali 380 - 460 nm nie zostaly zarejestrowane.

5.2.2. Stabilnos¢ AgNPs w plynach symulujacych srodowisko organizmu

ludzkiego

Po 4 dniach probki otrzymane z zastosowaniem 5 mL wodnych naparéw oraz ekstraktow
z karczocha oraz naparu z czystka poddano analizie stabilnosci w warunkach symulujacych
$rodowisko organizmu ludzkiego. W tym celu zawiesing nanoczastek wprowadzono do
sztucznej sliny, ptynu Ringera oraz roztworu soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS,
ang. phosphate buffer saline) w stosunku objetosciowym wynoszacym 1: 10. Widma spektralne
UV-Vis nanoczastek otrzymanych z zastosowaniem 5 mL naparu oraz ekstraktu z karczocha
inkubowane w sztucznej slinie, ptynie Ringera oraz roztworze PBS przedstawiono na rysunku

26. Sktad poszczegolnych plynow oraz ich wartosci pH przedstawia tabela 12.

Tabela 12. Sktad roztworéow symulujacych ptyny ustrojowe.

Roztwor Sztuczna slina Plyn Ringera PBS
pH 5.23 6.32 7.34
NaCl + + +
Kl
CaClz
NaH2PO«
NazS
CO(NH2)2
NaHCO:s - -
K2HPO: - 3H20 - -
MgClz - 6H20 - -
HCl - -
Na250s - -
Tris - -
NaHCOs - -

+ +

+ +

+ |+ [+ |+ |+
1
1

Sktadniki

+ |+ [+ |+ |+ [+ |+
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Poszczegdlne ptyny roznia si¢ wartosciami pH. Roztworem o najnizszym pH jest sztuczna
$lina majaca symulowac¢ srodowisko jamy ustnej. Plyn Ringera jest rodzajem ptynu
infuzyjnego izotonicznym w stosunku do ludzkiej krwi. PBS - buforowana fosforanem sdl
fizjologiczna - jest roztworem o fizjologicznym pH, nietoksycznym dla wigekszosci komorek
i dlatego jest powszechnie stosowany w badaniach biologicznych i biofarmaceutycznych oraz
jako podtoze do kriokonserwagji.

Celem zaproponowanego eksperymentu bylo okreslenie zachowania otrzymanych
zawiesin nanoczastek w sztucznych plynach symulujacych srodowisko organizmu ludzkiego,
ale réwniez sprawdzenie ich stabilnosci w zaleznosci od pH ptynu w jakim si¢ znajduja.

Zaréwno w przypadku AgNPs otrzymywanych z zastosowaniem naparu, jak itych
otrzymanych z uzyciem ekstraktu z karczocha obserwowane sg réznice w intensywnosci
kolejnych pasm UV-Vis rejestrowanych w interwatach czasowych podczas tygodniowego
pomiaru. Rysunek 26. przedstawia widma UV-Vis nanoczastek Ag otrzymanych
z zastosowaniem 5 mL naparu oraz 5 mL ekstraktu zkarczocha rejestrowane w trakcie
inkubacji w ptynach symulujacych srodowisko organizmu ludzkiego. Na widmach wida¢, ze
intensywnos$¢ pasm absorbcji w zakresie charakterystycznym dla AgNPs jest zmienna w czasie
i zalezna od ptynu w jakim inkubowane sa nanoczastki, a tym samym od pH srodowiska. Na
widmach AgNPs inkubowanych w roztworze sztucznej Sliny o pH=5.23 po 7 dniach
charakterystyczne pasmo absorbcji cechuje sie niska intensywnoscia (rysunek 26A), badz
w ogodle nie jest obserwowalne (rysunek 26B) w przypadku AgNPs zawieszonych w roztworze
Ringera o pH=6.32 pasma te sa widoczne dla obydwu zawiesin rowniez po 7 dniach od
rozpoczecia eksperymentu. Najbardziej intensywne pasma w zakresie charakterystycznym dla
nanoczastek Ag po 7 dniach zostaly zarejestrowane dla AgNPs inkubowanych w ptynie PBS,
charakteryzujacym si¢ najwyzsza wartoscia pH wynoszaca 7.34. Na podstawie
przeprowadzonych badan mozna wyciagna¢ wnioski, ze zauwazalny jest wptyw pH
$rodowiska inkubacyjnego na stabilnos¢ nanoczastek Ag - Srodowisko bardziej kwasowe
(sztuczna Slina) wplywa na ich szybsze rozpuszczanie, natomiast wykazuja one wigksza

stabilno$¢ w pltynach o neutralnym pH (roztwér PBS).
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Rysunek 26. Widma UV-Vis nanoczastek Ag otrzymanych z zastosowaniem 5 mL naparu
z karczocha inkubowane w sztucznej élinie (A), roztworze Ringera (C) oraz ptynie PBS (E) oraz
nanoczastek Ag przygotowanych zuzyciem 5 mL ekstraktu zkarczocha inkubowane

w sztucznej slinie (B), roztworze Ringera (D) oraz ptynie PBS (F).
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Podczas pomiardw zaobserwowano rowniez przesuniecia pasm absorbcji AgNPs w czasie
inkubagji (tabela 13). Najwieksze przesuniecie potozenia maksimum absorbcji AgNPs (AAmax)
nastgpito w trakcie procesu inkubacji w roztworze sztucznej sliny - dla AgNPS otrzymanych
z zastosowaniem 5 mL naparu z karczocha wyniosto ono 26 nm, natomiast dla AgNPs
uzyskanych z uzyciem ekstraktu - 27 nm. Z kolei najmniejsze przesunigcia obserwowane byty
w przypadku AgNPs inkubowanych w roztworze PBS i wynosity odpowiednio 16 nm oraz 17
nm. PowyzZsze obserwacje potwierdzaja wczesniejsze wnioski - rozpuszczanie nanoczastek Ag
uzyskanych z zastosowaniem naparu oraz ekstraktu z karczocha jest zalezne od pH medium
w jakim sie znajduja, a ich najszybsze rozpuszczanie zachodzi w sztucznej $linie. Co ciekawe
w pierwszych godzinach inkubacji nanoczastek, poza przesunigciami Amax ku fioletowi (ang.
blue-shift) obserwuje si¢ roOwniez wzrost intensywnosci pasm absorbgji. Takie zjawisko moze
by¢ spowodowane powolnym rozpuszczaniem sie wigkszych nanoczastek, przez co zmniejsza
si¢ ich rozmiar, co prowadzi do wzrostu intensywnosci pasm w obszarze fal krétszych.

Na rysunku 27. przedstawiono widma UV-Vis nanoczastek Ag otrzymanych
z zastosowaniem 5 mL naparu zlisci czystka rejestrowane w trakcie inkubacji w ptynach
symulujacych srodowisko organizmu ludzkiego. Réwniez w tym przypadku zaobserwowano
przesuniecia Amaxw trakcie trwania inkubacji w sztucznej $linie, roztworze Ringera oraz ptynie
PBS (tabela 14).

Niemniej jednak, silne pasma absorbgji sq obecne réwniez na widmach rejestrowanych po
7 dniach. Najwyrazniej zmiany zwiazane zaréwno z potozeniem maksimum pasm, jak iich
intensywnoscia sa widoczne na widmach AgNPs inkubowanych w sztucznej S$linie.
W pierwszych dniach inkubacji zauwazalny jest efekt wzrostu absorbancji podobny jak
omoéwiony wezesniej, jednak w przypadku AgNPs otrzymanych z zastosowaniem czystka jest
on obserwowany az przez 2 dni w przypadku inkubacji w sztucznej $linie oraz przez caly czas
trwania pomiarow widm AgNPs w roztworze Ringera oraz ptynie PBS, cho¢ w tych dwdch
przypadkach efekt ten jest zdecydowanie stabszy. Przesunigcie maksimum absorbcji podczas
inkubacji AgNPs w sztucznej Slinie wynosi az 42 nm ijest najwigkszym przesunieciem

obserwowanym w calym eksperymencie.
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Tabela 13. Wartosci maksimow absorbangji zawiesin AgNPs otrzymanych z zastosowaniem
naparu oraz ekstraktu zkarczocha oraz ich potozenie w trakcie inkubacji nanoczastek

w plynach symulujacych ludzki organizm.

Karczoch
Wodny napar Wodny ekstrakt
Czas Polozenie Maksium Potozenie Maksium
maksimum absorbancji maksimum absorbancji
absorbancji [nm] [a.u.] absorbancji [nm] [a.u.]
1 godzina 429 0.5209 417 0.6007
s 4 godziny 420 0.6037 416 0.6297
= 8godzin 413 0.6081 409 0.6622
g 2dni 408 0.5052 397 0.3946
S 3dni 410 0.4447 397 0.2036
N 4dni 407 0.2934 390 0.1867
7 dni 403 0.3977 - -
AAmax 26 nm 27 nm
1 godzina 430 0.5473 420 0.7671
§  4godziny 416 0.6197 417 0.8196
£  8godzin 416 0.6688 416 0.7786
B ) dni 412 0.4953 412 0.4010
E 3 dni 412 0.4589 404 0.1408
S 4dni 412 0.4251 401 0.1208
a 7 dni 411 0.3711 400 0.0815
AAmax 19 nm 20 nm
1 godzina 428 0.5579 420 0.7671
4 godziny 415 0.6607 420 0.8178
8 godzin 413 0.6904 417 0.8196
2 2dni 413 0.6382 417 0.7786
™ 3dni 412 0.5339 416 0.2281
4 dni 412 0.4869 403 0.1208
7 dni 412 0.4446 403 0.0815
AAmax 16 nm 17 nm
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Rysunek 27. Widma UV-Vis nanoczastek Ag otrzymanych z zastosowaniem 5 mL naparu

z lisci czystka inkubowane w sztucznej $linie (A), roztworze Ringera (B) oraz ptynie PBS (C).

Z drugiej strony, inkubacja przeprowadzona z zastosowaniem roztworu Ringera oraz
ptynu PBS skutkuje przesunieciem maksimum jedynie 0 6 nm, a dodatkowo intensywnosc¢
pasm absorbcji nieustannie ros$nie wraz z kolejnymi pomiarami. Z kolei AgNPs inkubowane
w sztucznej $linie wykazuja efekt wzrostu intensywnosci pasma absorbcji przez 2 dni, po czym
ich intensywno$¢ zaczyna si¢ obniza¢, czemu towarzyszy efekt silnego przesuniecia ku
fioletowi. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze nanoczastki Ag uzyskane
z zastosowaniem wodnego naparu z czystka cechuja si¢ wieksza stabilnoscia w roztworze
Ringera oraz ptynie SBF w poréwnaniu z AgNPs otrzymanymi z zastosowaniem naparu oraz

ekstraktu z karczocha. Z drugiej strony przesuniecie ku fioletowi 042 nm obserwowane
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w przypadku AgNPs inkubowanych w sztucznej slinie swiadczy oich szybszym

rozpuszczaniu w medium o bardziej kwasnym pH.

Tabela 14. Wartosci maksiméw absorbancji zawiesin AgNPs otrzymanych z zastosowaniem
naparu z czystka oraz ich polozenie w trakcie inkubacji nanoczastek w ptynach symulujacych

ludzki organizm.

Czystek
Cras Wodny napar
Potozenie maksimum absorbangji i e ebeuibeae [l
[nm]

1 godzina 444 1.6175
o _4godziny 441 1.6224
= 8godzin 441 1.6798
& 2dni 442 1.7135
S 3dni 431 1.6935
N 4dni 418 13624
7 dni 402 1.1756

AAmax 42 nm
1 godzina 437 1.5084
£  4godziny 442 1.5154
2  8godzin 431 1.5704
% 2dni 433 1.6064
% 3dni 131 1.6639
§ 4 dni 430 1.6826
7 dni 431 1.6881

AAmax 6 nm
1 godzina 437 1.5084
4 godziny 442 1.5154
8 godzin 431 1.5704
B 2dni 433 1.6064
~ 3dni 431 1.6639
4 dni 430 1.6826
7 dni 431 1.6881

AAmax 6nm
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5.2.3. Spektroskopia korelacji fotonéw (dynamiczne rozproszenie $wiatla)

Sredni rozmiar nanoczastek oraz rozklad wielkosci w zawiesinie okreslono przy uzyciu
metody  dynamicznego rozproszenia S$wiatta umozliwiajaca pomiar  $rednicy
hydrodynamicznej nanoczastek w roztworze. Histogramy rozktadu usrednionej

intensywnosci oraz objetosci AgNPs i ich srednie srednice przedstawiono na rysunku 28.
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Rysunek 28. Sredni rozmiar i rozktad wielkosci nanoczastek uzyskanych z zastosowaniem 5
mL naparu z karczocha (A, B); naparu z czystka (C, D) oraz ekstraktu z czystka (E, F) w

zaleznosci od objetosci czastek oraz intensywnosci rozproszonego $wiatfa.

Sredni rozmiar nanoczastek Ag byt zalezny od surowca uzytego jako reduktora jonéw

srebra. Srednia érednica nanoczastek (d«) wynosita 71 nm dla AgNP przygotowanych
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zuzyciem ekstraktu z czystka i 69 nm dla nanoczastek Ag uzyskanych z zastosowaniem
naparu. Zawiesiny AgNPs otrzymane z uzyciem 5 mL ekstraktu (rysunek 28 E, F) wykazywaty
bimodalny rozkfad srednicy hydrodynamicznej na histogramach przedstawiajacych zaleznos¢
intensywnos$¢- srednia $rednica AgNPs o maksimach dla wartosci 110 nm oraz 20 nm. Taki
rozklad sugeruje utworzenie si¢ nanoczastek Ag o réznych srednicach hydrodynamicznych.
Z kolei rozklad wielkosci czastek miescil sie w zakresie od 10 nm do 350 nm. Rowniez
w przypadku AgNPs otrzymanych z zastosowaniem 5 mL naparu z karczocha otrzymany
histogram przedstawiajacy zaleznos¢ intensywnosci rozproszonego swiatfa od srednicy NPs
cechuje si¢ rozkladem bimodalnym, jednak maksima przesunigte sa w kierunku mniejszych
wartosci wynoszacych okoto 10 nm oraz 100 nm. Z kolei rozklad wielkosci czastek miescil sie
w zakresie od 15 nm do 250 nm. Histogram przedstawiajacy zalezno$¢ intensywnos¢- srednia
$rednica AgNPs wuzyskanych zuzyciem wodnego naparu zczystka ma charakter
monomodalny. Srednie $rednice AgNPs otrzymanych z zastosowaniem wodnego naparu oraz
ekstraktu z czystka wynosza odpowiednio 69 nm i 71 nm. Mniejsza wartos$¢ sredniej srednicy
nanoczastek uzyskano w przypadku AgNPs stabilizowanych wodnym naparem z karczocha
iwynosila ona 41 nm. Obserwowany byl réwniez wezszy rozklad wielkosci czastek,
mieszczacy sie¢ w zakresie od okoto 5 nm do 100 nm na histogramie przedstawiajacym
zaleznos¢ objetosci czastek od ich $rednicy hydrodymaniczne;.

Warto zaznaczy¢, ze proponowana technika pomiarowa cho¢ pozwala na pomiar wielkosci
czastek az do wielkos$ci 1-2 nm, to ze wzgledu na brak frakcjonowania zawiesiny na pomiar
moga mie¢ wpltyw zarowno aglomeraty, jak réwniez molekuly znajdujace sie na powierzchni
czastek, gdyz pomiar z zastosowaniem techniki DLS odnosi si¢ do srednicy hydrodynamicznej

czastek.
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5.2.4. Analiza XRD oraz morfologia nanoczastek srebra

Rysunek 29. przedstawia dyfraktogramy rentgenowskie XRD nanoczastek Ag

otrzymanych z zastosowaniem 5 mL naparu z karczocha (31A), naparu z czystka (31B) oraz

ekstraktu z czystka (31C).
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Rysunek 29. Dyfraktogramy rentgenowskie XRD nanoczastek Ag otrzymanych

z zastosowaniem 5 mL naparu z karczocha (A), 5 mL naparu z czystka (B) oraz 5 mL ekstraktu

z czystka (C).
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Dyfraktogramy przedstawiaja refleksy Bragga odpowiadajace plaszczyznom
krystalograficznych (111), (200), (220) oraz (311). Zgodnie z danymi z bazy ICDD® (nr 04-0783)
refleksy te zostaly przypisane regularnej sieci ptasko centrowanej srebra (fcc), a obliczony
parametr sieci wynosit a = 4,0862 A. Analiza XRD potwierdzita krystaliczny charakter
przygotowanych AgNPs. Warto jednak zwroci¢c uwage, ze intensywnos¢ pikow na
dyfraktogramie AgNPs przygotowanych z zastosowaniem naparu z karczocha byla nieco
mniejsza niz w przypadku pozostatych probek.

Stopien krystalicznosci (DOC) probek obliczono za pomoca programu OriginPro 2023

wedlug nastepujacego wzoru (rownanie 7.):

Pc
P.+Pg

DocC =

(7)

gdzie P. odpowiada obszarom frakcji krystalicznej, zkolei P. obszarom amorficznym.
Uzyskane wyniki wykazaly rdéznice w krystaliczno$ci pomiedzy probkami. Stopien
krystalicznosci AgNPs uzyskanych z zastosowaniem naparu oraz ekstraktu z czystka wynosit
odpowiednio 17% oraz 15%. Najnizszy stopien krystalicznosci wynoszacy 11%
zaobserwowano w przypadku probki AgNPs otrzymanej poprzez redukcje jonow srebra
naparem z karczocha.

Otrzymane zawiesiny nanoczastek poddano rowniez obrazowaniu z zastosowaniem
skaningowego mikroskopu elektronowego. Mikrofotografie AgNPs przedstawiono na
rysunku 32. Dodatkowo, przeprowadzono pomiar rozkladu wielkosci nanoczastek Ag
z zastosowaniem oprogramowania Image].

Jak wida¢ na rysunku 30. otrzymane nanoczastki cechowaty sie sferycznym lub zblizonym
do sferycznego ksztattem. Ponadto zaobserwowano réznice w ich wielkosci. Przedstawione
mikrofotografie SEM ujawnity niejednorodnos¢ s$rednic uzyskanych AgNPs, co pozostaje
w zgodzie z wynikami uzyskanymi technika DLS. Za pomoca obrazowania SEM oraz analizy
dystrybucji wielkosci nanoczastek wykazano, ze zaréwno zakres $rednic AgNPs uzyskanych

z zastosowaniem naparu z karczocha, jak i naparu z czystka miesci si¢ w zakresie od 10 nm do
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70 nm. Niemniej jednak, w przypadku drugiej zawiesiny, przewaza liczba zliczeri odnoszaca
sie do nanoczastek o $rednicy 40 nm iwiekszych. Analiza rozkladu wielkosci AgNPs
uzyskanych z zastosowaniem ekstraktu z czystka wykazata, ze przedziat ich srednic miesci sie
w zakresie od 40 nm do 120 nm. Wielko$¢ nanoczastek, zgodnie z doniesieniami
literaturowymi, moze by¢ waznym czynnikiem decydujacym oich wlasciwosciach
antybakteryjnych oraz cytotoksycznosci, co z puntu widzenia tematyki pracy jest waznym

aspektem.

EHT= 200kV  Mag= 25000KX Ultra Plus EHT= 200kV  Mag= 25000KX Ultra Plus
WD = 1.9mm Signal A= InLens  IWC PAN . i WD = 1.9mm Signal A= InLens  IWC PAN

|

EHT = 2.00kV Mag = 25000KX Ultra Plus
WD = 1.9mm Signal A=InLens  IWC PAN

Rysunek 30. Mikrofotografie SEM przedstawiajace nanoczastki Ag uzyskane z zastosowaniem

5 mL: naparu z karczocha (A); naparu z czystka (B) oraz ekstraktu z czystka (C).
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Badania nad wplywem wielkosci nanoczastek na zywotnos¢ linii komorkowej 1929
przeprowadzili Park iin. [311]. Autorzy wykazali, Ze AgNPs o srednicy 20 nm wplywaly na
zmniejszanie aktywnos$ci metabolicznej komorek 1929 bardziej, niz wieksze nanoczastki (80
i 113 nm). Z kolei Korshed iin. wykazali zaleznos¢ aktywnosci przeciwbakteryjnej AgNPs
generowanych laserowo od ich wielkosci [312]. Wyniki przedstawione przez autordéw
wykazaly, ze przeciwbakteryjne dzialanie nanoczastek Ag wytwarzanych laserowo jest
odwrotnie proporcjonalne do wielkosci czastek. Wérod frakcji AgNPs o $rednich rozmiarach
w zakresie 19-47 nm, nanoczastki osrednicy 19 nm wykazywaly najsilniejszy efekt
bakteriobdjczy wzgledem bakterii E. coli. Rowniez Dong i in. wskazali na zaleznos¢ pomiedzy
rozmiarami AgNPs a warto$ciami najmniejszych stezern hamujacych wzrost bakterii oraz
minimalnych stezen bakteriobdjczych, wskazujac, Ze mniejsze nanoczastki s skuteczniejszymi

czynnikami bojczymi wzgledem bakterii Vibrio Natriegens.
5.2.5. Ocena cytotoksycznosci AgNPs

W celu dokonania oceny biozgodnosci otrzymanych nanostruktur srebra poddano je
charakterystyce z zastosowaniem testu MTT, a uzyskane wyniki badan cytotoksycznosci
przedstawiono na rysunku 31. W tym celu przygotowano serie rozcienczen zawiesin AgNPs
w zakresie od 500 ppm do 0.015 ppm w odniesieniu do wyj$ciowego stezenia Ag".

Przeprowadzone badania dowiodly istnienia zwiazku miedzy cytotoksycznoscia, a
stezeniem zawiesiny nanoczastek. Na rysunku 31A przedstawiono wyniki testu MTT
nanoczastek Ag przygotowanych z zastosowaniem 5 mL naparu z karczocha. W badaniach
wykazano, ze zawiesiny AgNPs w zakresie stezernt 500 ppm- 3.9 ppm wykazuja silng
cytotoksycznos¢ wzgledem fibroblastow linii [L929. Jednak AgNPs stosowane w stezeniach
ponizej 4 ppm nie wywotywaty efektu cytotoksycznego w stosunku do linii komoérkowej L929.
Zakres bezpiecznych stezenn naparu zkarczocha w poréwnaniu do otrzymanych zjego
zastosowaniem nanoczastek byl szerszy iwnosit az 25%, stad mozna wnioskowa¢, ze

obserwowana cytotoksycznos¢ badanej zawiesiny AgNPs o wyzszych stezeniach nie byla
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Rysunek 31. Przezywalno$¢ komodrek mysich fibroblastow L1929 w obecnosci AgNPs
uzyskanych z zastosowaniem 5 mL naparu z karczocha (A), 5 mL naparu (B) oraz 5 mL

ekstraktu (C) z czystka. Wykresy przedstawiaja warto



zwiazana zzastosowanym naparem, ale cytotoksycznoscia indukowana przez same
nanoczastki.

W przypadku AgNPs otrzymanych z zastosowaniem naparu oraz ekstraktu z czystka
zakresy stezen o dziataniu cytotoksycznym wynosza odpowiednio 15.63 ppm - 500 ppm oraz
31.25 ppm - 500 ppm. Co ciekawe, w przypadku naparu i ekstraktu z lisci czystka zakres stezen
o dzialaniu cytotoksycznym byt znacznie szerszy- akceptowalng przezywalnos¢ komorek
(70% zgodnie z norma ISO) osiagnieto dopiero dla roztworéw rozcienczonych do 0.2%.

Warto podkresli¢, ze napar i ekstrakt z liSci czystka w zakresie stezent od 0.39% do 1.56%
wywoluja dziatanie cytotoksyczne, podczas gdy odpowiadajace im stezenia AgNPs pozostaja
bezpieczne. Efekt ten moze by¢ wynikiem utleniania niektoérych zwigzkow pochodzenia
roslinnego podczas redukcji jondéw Ag do AgNPs, co prowadzi do powstawania mniej

toksycznych lub nietoksycznych produktéw.
5.2.6. Ocena wlasciwosci prozapalnych AgNPs

Kolejnym etapem badani majacym na celu umozliwienie oceny biozgodnosci otrzymanych
nanoczastek bylo przeprowadzenie badan in vitro stosujac linie monocytow THP-1XBlue™.
Badanie to dato mozliwo$¢ oceny dziatania prozapalnego otrzymanych zawiesin, poprzez
pomiar indukgji NF-kB. Otrzymane wyniki przedstawiono na rysunku 32. Poziom aktywnosci
monocytéw  traktowanych poszczegdlnymi zawiesinami AgNPs przygotowanych
z zastosowaniem naparu oraz ekstraktu z czystka nie wykazywaty potencjatu prozapalnego
w stosunku do monocytow ludzkich. Dla poréwnania, monocyty traktowane standardowa
endotoksyna bakterii Gram-ujemnych (LPS E. coli) znaczaco indukowaly aktywacje
monocytéw THP1-XBlue™ w poréwnaniu z nietraktowanymi hodowlami komdérkowymi.

Nieznaczne przekroczenie tej wartosci obserwuje si¢ w przypadku nanoczastek Ag
przygotowanych z uzyciem naparu z karczocha, co moze by¢ efektem oddziatywania samego
naparu, gdyz podobny efekt zaobserwowano w badaniach dotyczacych wlasciwosci
prozapalnych naparéw oraz ekstraktow (5.1.3. Ocena wtasciwosci prozapalnych naparéw oraz

ekstraktéw). Niemniej, istnieja réwniez badania wskazujace na indukce czynnika
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transkrypcyjnego przez zawiesiny biogenicznych nanoczastek Ag o stezeniu od 10 pg/mL do
100 pg/mL [313]. Zdrugiej jednak strony w przypadku nanoczastek Ag uzyskanych
z zastosowaniem naparu oraz ekstraktu z czystka efekt aktywacji czynnika transkrypcyjnego
nie byt obserwowany. Rozbieznosci miedzy uzyskanymi wynikami, a doniesieniami

literaturowymi moga wynikac z zastosowania réznych czynnikéw redukujacych w procesie
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Rysunek 32. Wyniki testu immunogennosci AgNPs uzyskanych z zastosowaniem 5
mL naparu z karczocha (A), 5 mL naparu (B) oraz 5 mL ekstraktu (C) z czystka.
Wykresy przedstawiaja wartosci srednie + SD (n=6) zestawione z kontrola ujemna NC
(komorki nietraktowane AgNDPs) oraz kontrola pozytywna PC (komorki traktowane

LPS E. coli). Dane przedstawiono jako wartosc¢ srednia + SD (n=6).
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pozyskiwania nanoczastek. Przeciwzapalne wlasciwosci C. incanus zostaly wielokrotnie
udokumentowane w licznych badaniach. Wyniki uzyskane przez Zhu i in. wskazaly, ze kwas
galusowy- skladnik ekstraktu C. incanus, wykazuje dzialanie przeciwzapalne poprzez
hamowanie szlaku NF-xB we wrzodziejacym zapaleniu jelita grubego [314].

Jako ze wuzyskane nanosuspensje stanowia mieszanine fitochemikaliéw oraz
nanostrukturalnego Ag, nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢ prozapalnego dziatania AgNPs
i przeciwnie - nie mozna go jednoznacznie wykluczy¢, gdyz potencjalny efekt prozapalny
jednego komponentu moze by¢ inhibitowany przez dzialanie drugiego. Mozna natomiast
wnioskowaé, ze wszystkie uzyskane nanosuspensje nie wykazuja znacznego efektu

prozapalnego wzgledem ludzkich komdrek monocytow.
5.2.7. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa nanoczastek Ag

Pomiaru aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej nanoczastek Ag wobec szczepow
bakteryjnych dokonano zgodnie z migdzynarodowym standardowym protokotem ISO 20776-
1. Procedury mikrorozcienczenn w bulionie opisane wtej czesci normy ISO stuza do
wyznaczania minimalnych stezent hamujacych (MIC) definiowanych jako najnizsze stezenie
$rodka przeciwbakteryjnego, ktére zapobiega pojawieniu si¢ widocznego wzrostu
mikroorganizmu. Ponadto, ta sama procedure zastosowano do okreslenia minimalnych stezen
bakteriobdjczych (MBC). Eksperyment wykazal, Ze otrzymane nanoczastki wykazuja dziatanie
antybakteryjne wzgledem szczepow S. aureus ATCC 25923 i S. epidermidis (tabela 15).

Najmniejsze wartosci MIC oraz MBC wykazywaly nanoczastki wytworzone
z zastosowaniem naparu z karczocha. Z kolei najmniejsza aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa obserwowano w przypadku AgNPs otrzymanych przy uzyciu
ekstraktu z czystka. Mozna tutaj zaobserwowac zalezno$¢ pomiedzy rozmiarem nanoczastek
oraz ich wlasciwosciami antybakteryjnymi. Zgodnie zwynikami przedstawionymi
w rozdziale 5.2.4. Analiza XRD oraz morfologia nanoczqstek srebra, to wtasnie AgNPs wytworzone
zuzyciem naparu z karczocha cechowaly si¢ najmniejszymi rozmiarami, a te otrzymane

z zastosowaniem ekstraktu z czystka- najwiekszymi. Moze to potwierdza¢ zaleznosc
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wlasciwosci antybakteryjnych od wielkosci nanoczastek. Biorac pod uwage uzyskane wyniki,

w kolejnych etapach prac badawczych zdecydowano si¢ stosowa¢ AgNPs otrzymane

z zastosowaniem 5 mL naparu z karczocha.

Tabela 15. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa wyrazona odpowiednio jako minimalne

stezenie hamujace (MIC) iminimalne stezenie bakteriobdjcze MBC, oceniane metoda

mikrorozcienczen (zgodnie z ISO 20776-1/2) w stosunku do szczepdw S. aureus ATCC 25923

i S. epidermidis ATCC 12228.

S. aureus ATCC 25923

S. epidermidis ATCC 12228

Probka AgNPs
MIC (ug/mL) MBC (ug/mL) | MIC (ug/mL)  MBC (ug/mL)
Karczoch-napar 0.5 64 1 64
Czystek-ekstrakt >256 >256 32 128
Czystek-napar 2 128 16 128
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5.3. Charakterystyka fosforan6w wapnia
5.3.1. Wydajnos¢ syntez hydroksyapatytu

Seri¢ badan majaca na celu przedstawienie charakterystyki fosforanowych proszkow
ceramicznych rozpoczeto od badan wstepnych majacych na celu okreslenie wptywu dodatkow
w postaci PVP oraz etanoloaminy na wydajnos¢ reakcji HAp. Na rysunku 33. przedstawiono
procentowa wzgledna wydajnosc¢ syntez przedstawiong w odniesieniu do HAp otrzymanego
w temperaturze 40°C bez uzycia dodatkowych stabilizatoréw. Wzgledna wydajnos¢ obliczono
zgodnie z rownaniem:

S
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=5 A

w

W - procentowa wzgledna wydajnosc¢ syntezy
Us - uzysk reakgji syntezy z zastosowaniem stabilizatora

Uw - uzysk reakgji syntezy bez stosowania stabilizatora
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Rysunek 33. Wydajnosc¢ reakgji syntez HAp otrzymanego w temperaturze 40°C w obecnosci

stabilizatoréw w odniesieniu do reakcji w srodowisku wodnym.
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Przeprowadzone badania pozwolily stwierdzi¢, Zze zaréwno stosowanie polimerowego
stabilizatora (PVP), jak i etanoloaminy wplywa na wydajnos¢ reakgji syntezy ceramiki. Na
podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze wprowadzenie do uktadu reakcyjnego
polimerowego stabilizatora o stezeniu 9% prowadzitlo do obnizenia wydajnosci reakgji
wzgledem reakcji odniesienia o0 63%, podczas gdy dodatek etanoloaminy o takim samym
stezeniu prowadzi do obniZenia wydajnosci reakcji o70%. Obnizenie wydajnosci reakcji
syntezy ceramiki moze mie¢ zwiagzek ze zwiekszajacg si¢ wraz ze stezeniem dodatkow
lepkoscia srodowiska reakcyjnego, co w rezultacie moze utrudniaé nukleacje krystalitow oraz
opdzniac rozrost ziaren. W zwiazku z niska wydajnoscia reakcji syntezy HAp w obecnosci
stabilizatoréw o najwiekszym stezeniu w dalszej czesci pracy skupiono si¢ na charakterystyce

fosforanéw otrzymanych z zastosowaniem dodatkéw w ilosci 3% oraz 6%.
5.3.2. Analiza skladu fazowego fosforanow wapnia

Na rysunku 34. przedstawiono dyfraktogramy XRD ceramiki fosforanowej otrzymanej bez
zastosowania stabilizatoréw, suszonych w liofilizatorze (L), piecu komorowym (P) oraz
suszarce laboratoryjnej (S). Na podstawie poréwnania pozycji refleksow braggowskich na
dyfraktogramach (rys. 34) do standardu ICDD 9-432 mozna stwierdzi¢, ze
w zsyntetyzowanych materiatach bez wzgledu na proces suszenia maksima dyfrakcyjne dla
poszczegdlnych probek wystepuja w tych samych potozeniach katowych, a co za tym idzie -
we wszystkich probkach wystepuje tylko jedna faza krystaliczna - hydroksyapatyt (HAp)

Na dyfraktogramach mozna zaobserwowacd, ze intensywno$¢ reflekséw zmienia sig
zaleznie od zastosowanej techniki suszenia. Piki o najwigkszej intensywnosci obserwuje sie
w przypadku proszku suszonego w piecu komorowym, z kolei najmniejsza intensywnos¢
refleksow odpowiada materialom liofilizowanym. Wigksza intensywnos$¢ refleksow jest
zwigzana z wyzsza krystalicznoscig otrzymanych produktéw, na ktérg wptywa temperatura
suszenia, badz dodatkowej obrobki termicznej np. kalcynacji. Wraz ze wzrostem temperatury

procesu obserwuje si¢ wzrost intensywnosci reflekséw braggowskich [315].
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Rysunek 34. Dyfraktogramy XRD prébek HAp otrzymanych w temperaturze 40°C bez uzycia

dodatkowych stabilizatorow.

Na rysunku 35. Przedstawiono dyfraktogramy XRD ceramiki fosforanowej otrzymanej
w $rodowisku zawierajacym dodatkowe stabilizatory - PVP (3%) oraz etanoloamine (3%),
suszonych w liofilizatorze (L), piecu komorowym (P) oraz suszarce laboratoryjnej (S).
Podobnie jak w przypadku probki otrzymanej bez stosowania modyfikatoréw,
zaobserwowano zalezno$¢ intensywnosci pikdw od metody suszenia - dyfraktogramy
materialéw suszonych w piecu komorowym cechowaly si¢ najwieksza intensywnoscia

refleksow, zkolei liofilizowanych - najmniejsza. Na podstawie dyfraktogramdéw mozna
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rowniez stwierdzi¢, ze probki otrzymane z zastosowaniem stabilizatoréw wykazywaty
wigksza intensywnos¢ refleksow niz materiaty otrzymane bez ich zastosowania (rysunek 34.).
Dodatkowo stwierdzono, ze pomiedzy probkami suszonymi wten sam sposdb, ale
otrzymanymi z zastosowaniem rdznych stabilizatorow roéwniez zauwazalna jest roznica
w intensywnosci pikéw - dyfraktogramy fosforanow otrzymanych w srodowisku

zawierajacym PVP (3%) wykazywaly wigeksza intensywnos¢ refleksow.
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Rysunek 35. Dyfraktogramy XRD prébek HAp otrzymanych w temperaturze 40°C

z zastosowaniem dodatkowych stabilizatorow: PVP 3% (A) oraz etanoloaminy 3% (B).

Rysunek 36. przedstawia dyfraktogramy XRD materialéw ceramicznych otrzymanych
w $rodowisku zawierajacym dodatkowe stabilizatory - PVP (6%) oraz etanoloamineg (6%),

suszonych w liofilizatorze (L), piecu komorowym (P) oraz suszarce laboratoryjnej (S). Analiza
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fazowa wykazala, ze rowniez wtym przypadku wszystkie otrzymane materialy byly
jednofazowe, a probki syntezowane w srodowisku etanoloaminy wykazywaly mniejsza
intensywnos¢ refleksow w poréwnaniu do materiatéw otrzymywanych w srodowisku PVP
o stezeniu 6%. Dodatkowo, materialy otrzymywane z zastosowaniem stabilizatorow o tym
stezeniu wykazywaly mniejsza intensywnos¢ refleksow w poréwnaniu do ceramiki

wytworzonej w srodowisku zawierajacym mniejsze stezenie stabilizatorow.
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Rysunek 36. Dyfraktogramy XRD préobek HAp otrzymanych w temperaturze 40°C

z zastosowaniem dodatkowych stabilizatorow: PVP 6% (A) oraz etanoloaminy 6% (B).

W przypadku materialow otrzymywanych w temperaturze wrzenia wody wplyw

stabilizatoréw na intensywnos¢ pikéw nie jest widoczny (rysunek 37). Refleksy na wszystkich
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dyfraktogramach cechuja si¢ wysoka intensywnoscia oraz wyraznym rozdziatem, co jest

charakterystyczne dla materiatdéw o wysokim stopniu krystalicznosci.
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Rysunek 37. Dyfraktogramy XRD probek HAp otrzymanych w temperaturze 100°C

z zastosowaniem dodatkowych stabilizatoréw: PVP 3% (A) oraz etanoloaminy 3% (B).

W celu przeprowadzenia dokladnej analizy dyfraktogramow dla poszczegolnych
materialéw wyznaczono ich stopien krystaliczno$ci DOC oraz przeanalizowano intensywnos¢
dwoch reflekséw odpowiadajacym ptaszczyznom krystalograficznym (211) oraz (112) (tabela
16). Bazujac na wartosciach DOC obliczonych na podstawie poszczegolnych dyfraktogramow
potwierdzono, Ze stopien krystaliczno$ci otrzymanych materiatéw zalezy zaréwno od metody
suszenia, jak réwniez od stosowanego stabilizatora oraz jego stezenia. Najwyzsze stopnie
krystalicznosci zaobserwowano w przypadku probek suszonych w piecu komorowym, a ich
warto$ci miescity sie¢ w zakresie od 85.05% do 88.80%. Z kolei DOC probek liofilizowanych we
wszystkich wariantach syntezy wykazywatl najmniejsze wartosci i wynosity one od 51.46% do

65.94%.
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Tabela 16. Stopien krystalicznosci, wielkos¢ krystalitow oraz intensywnos¢ refleksow

odpowiadajacych ptaszczyznom (211) i (112) otrzymanych materialéw fosforanowych.

Metoda Wielkos¢

Stabilizator . DOC [%] I ey I a12) krystalitow

suszenia [nm]

b latord L 54.13 393 242 33.1+32
Bra Sta:goléatomw’ S 67.96 536 334 36.8+2.1
P 85.05 740 388 382+ 4.0
L 65.94 575 320 212+25
PVP 3%, 40°C S 69.43 603 386 24.4+23
P 88.80 818 500 28.7+1.9
L 62.37 472 279 213 +42
PVP 6%, 40°C S 67.16 546 347 24.6+3.1
P 87.44 779 454 29.1 +29
o L 84.92 813 431 343 +3.6
PVP 3%, 100°C P 88.56 856 507 345+45
S L 54.13 446 274 236 +3.1
Etano Zgﬁrgna 3%, S 67.96 538 335 256 +2.8
P 85.15 787 467 29.1+2.6
Etamoloaming 6% L 51.46 439 255 26.8 +2.2
e S 65.37 491 267 27.7+32
P 88.44 760 370 317 +4.1
Etanoloamina 3%, L 86.68 813 488 34.7 +4.5
100°C P 88.78 825 490 35.1+42

Warto réwniez zauwazy¢, ze DOC materiatdéw uzyskanych w $rodowisku zawierajacym
stabilizatory o stezeniu 3% w poréwnaniu do fosforandw uzyskanych w srodowisku
zawierajacym stabilizatory o stezeniu 6% wykazywato wyzsze wartosci. Podobna tendencje
oddaja wartodci intensywnosci reflekséw braggowskich zestawionych w tabeli 16. Na
podstawie przedstawionych wynikéw mozna wnioskowaé, Zze materialy uzyskane
w Srodowisku zawierajacym stabilizatory o stezeniu 3% wykazuja wyzszy stopien
krystalicznosci. Jednak zastosowanie wyzszego stezenia moze wptywac znaczaco zaréwno na
wydajno$¢ reakcji syntezy, jak ikrystalicznos¢ produktéw, obnizajac jej warto$¢. Moze to

potwierdzac tezeg, Zze po przekroczeniu granicznej wartosci stezenia stabilizatora nukleacja oraz
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krystalizacja ziaren fosforanu jest utrudniona, co skutkuje zaré6wno obnizeniem krystalicznosci
produktu, jak i wydajnosci reakcji syntezy HAp. Po wyznaczeniu szerokosci potléwkowych
i wartosci katow © dla wszystkich analizowanych prébek obliczono réwniez srednie wielkosci
krystalitoéw. Obliczone warto$ci miescily si¢ w zakresie od 21.2 + 2.5 nm do 38.2 + 4.0 nm.
Najwigksze srednie srednice krystalitow obserwowano w przypadku materiatéw uzyskanych
na drodze syntezy bez dodatkdéw organicznych oraz w przypadku probek otrzymanych w
temperaturze wrzenia w ukladzie reakcyjnym zawierajacym stabilizatory o stezeniu 3%.
Posrod probek otrzymanych z zastosowaniem tego samego rodzaju stabilizatora, ale
rozniacych si¢ sposobem suszenia produktu widoczne jest, ze najwiekszymi rozmiarami
krystalitow cechuja si¢ materialy suszone w piecu komorowym. Jednak ze wzgledu na fakt, ze
metoda oparta na rownaniu Debye’a-Scherrera bazuje na zaleznosci pomiedzy poszerzeniem
profilu linii dyfrakcyjnych, a wielkoscia krystalitow i zawiera jako sktadowa stata K zwigzana
z ksztalttem, to w przypadku krystalitbw innych niz sferyczne, rzeczywista wielkos¢
krystalitow moze znaczaco roézni¢ si¢ od obliczonej. Dlatego tez w dalszej czesci pracy
zweryfikowano wyliczenia opierajac si¢ na metodzie obrazowania z zastosowaniem

skaningowego mikroskopu elektronowego.
5.3.3. Spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera

Widma ATR-FTIR hydroksyapatytu niemodyfikowanego oraz proszkéw otrzymanych
z zastosowaniem modyfikatorow zaprezentowano na rysunkach 38 - 41. Analiza
absorpcyjnych widm w podczerwieni wszystkich proszkow potwierdzita wystepowanie
charakterystycznych dla HAp grup funkcyjnych. Zestawienie wszystkich charakterystycznych
pasm widocznych na widmach FTIR proszkéw HAp prezentuje tabela 17.

Czasteczki hydroksyapatytu zawieraja w swojej strukturze grupy fosforanowe oraz
hydroksylowe, ktore sg aktywne w zakresie widma podczerwieni, dzieki czemu mozliwa jest
ich detekgja [316]. Jony fosforanowe, podobnie jak wszystkie jony lub czasteczki o geometrii
tetraedralnej, wykazuja cztery rodzaje drgan wibracyjnych: vi, vz, vs ivs Symetryczne

rozcigganie, asymetryczne rozcigganie, symetryczne zginanie iasymetryczne zginanie to
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cztery podstawowe mody wibracyjne grup fosforanowych. Za obecnos¢ pikéw przy 1087 cm
i 1026 cm™ odpowiadajg asymetryczne drgania rozciagajace (vs) grupy fosforanowej, a pasmo
przy liczbie falowej 962 cm™! jest zwigzane z symetrycznymi drganiami rozciagajacymi (vi)
grupy PO+*. Pasma odpowiadajace drganiom zginajacym vi wystepuja przy liczbach falowych
563 cm i 599 cm!, podczas gdy drgania zginajace vz zostaly zauwazone przy liczbie falowej

473 cm™.

Tabela 17. Zestawienie wszystkich charakterystycznych pasm widocznych na widmie FTIR

proszkow HAp.
) ) Liczba falowa
Grupa funkcyjna Typ drgania
[cm~]
O-H Vs rozciggajace 3570
COs> vs rozciaggajace (typ B) 1455
COs* vs rozciggajace (typ B) 1410
PO (P-O) v3 potrdjnie zdege.ner(.)wane asymetryczne 1090
rozciagajace
PO (P-O) Vs potrdjnie zdege.ner(.)wane asymetryczne 1025
rozciagajace
PO# (P-O) v1 niezdegenerowane symetryczne rozciggajace 962
OH- 0 libracyjne 630
PO« (O-P-O) v4 potrdjnie zdegenerowane zginajace 600
PO« (O-P-O) v4 potrdjnie zdegenerowane zginajace 563
PO« (O-P-O) v2 podwojnie zdegenerowane zginajace 473

Druga grupa wykazujaca aktywnos¢ w zakresie widma $redniej podczerwieni jest grupa
hydroksylowa, co mozna potwierdzi¢ na podstawie pasm o niskiej intensywnosci w poblizu
liczb falowych 630 cm™ i 3550 cm™. Dodatkowo, w strukturze sieci krystalicznej HAp moga
wystepowaé dwa rodzaje podstawien jonow fosforanowych weglanowymi zwane
podstawieniami typu A oraz B. Metoda spektroskopii w podczerwieni umozliwia obserwacje
obydwu typow podstawien bazujac na réznicy potozen pasm, ktére im odpowiadaja.
Podstawienie grup weglanowych w miejsce jonéw OH- (typ A) identyfikowalne jest dzieki

wystepowaniu pasm drgan weglanowych przy liczbach falowych wynoszacych 1545 cm oraz
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1450 cm'. Z kolei wystepowanie podstawien typu B obserwuje si¢ w przy liczbach falowych
wynoszacych 1455 cm, 1410 cm oraz 875 cm! [317]. Obecnos¢ grup COs> w strukturze HAp
moze by¢ skutkiem podstawienia grup POs* przez grupy weglanowe wewnatrz sieci
krystalicznej (typ B) lub substytucja grup OH-przez grupy COs>" na powierzchni materiatu (typ
A). W otrzymanych materiatach zidentyfikowano pasma o relatywnie niewielkiej
intensywnosci potozone przy dtugosciach fali wynoszacych 1455 cm™, 1410 cm™ oraz 875 cm,
co pokazuje, ze w strukturze otrzymanych fosforanéw dochodzi do podstawien grup PO4*
grupami COs*, co odpowiada substytucjom typu B. Podstawienia tego rodzaju sa typowe dla

HAp otrzymywanego na drodze precypitacji w sSrodowisku o zasadowym pH [318].
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Rysunek 38. Widma FTIR proszkéw ceramicznych otrzymanych w temperaturze 40°C

w niemodyfikowanym srodowisku reakcyjnym.
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Na otrzymanych widmach fosforanow nie zaobserwowano pasm mogacych sugerowac
wplyw obecnosci modyfikatorow w uktadzie reakcyjnym na sktad otrzymanych proszkéw -
wszystkie zaobserwowane pasma zostaly przypisane do grup funkcyjnych obecnych
w hydroksyapatycie (tabela 17). Z drugiej strony, intensywno$¢ pasm materiatow suszonych
z zastosowaniem poszczegolnych metod byla zmienna. Pasma o najwiekszej intensywnosci
zaobserwowano w przypadku materialdw poddanych suszeniu w piecu komorowym,
najnizsza- liofilizowanych. Roéznice te nie byly widoczne w przypadku materialow
otrzymanych podczas syntezy w temperaturze wrzenia wody.

Zgodnie zbadaniami przeprowadzonymi przez Hossain iin. intensywno$¢ pasm na
widmach IR wzrasta wraz z temperaturg obrobki termicznej hydroksyapatytu, a zaleznos¢
miedzy intensywnoscia pikdw, a temperatura jest liniowo skorelowana. Grupa badawcza
przeprowadzita kompleksowq analize potozenia oraz intensywnosci pasm odpowiadajacym
asymetrycznemu i symetrycznemu rozciaganiu w tetraedralnych grupach fosforanowych oraz
drganiom zginajacym grup fosforanowych i modéw grup OH- na podstawie spektréw FTIR
proszkéow HAp otrzymanych na drodze mokrej syntezy, a nastepnie spiekanych w zakresie
temperatur od 300°C do 1100°C. Mimo ze widma FTIR wykazaly identyczne potozenie pasm
w calym zakresie liczb falowych, to widoczne byty réznice zwigzane z intensywnoscia oraz
rozdzieleniem poszczegdlnych pasm. Obserwowano stopniowy wzrost intensywnosci pasm
potozonych przy liczbach falowych wynoszacych 563 cm™, 599 cm™, 630 cm™, 962 cm™!, 1026
cm™11087 cm™ wraz ze wzrostem temperatury spiekania. Naukowcy udowodnili tym samym,
ze istnieje wyrazna korelacja miedzy intensywnoscia pikow a temperatura spiekania, co
zostato potwierdzone wysokim wspodtczynnikiem regresji liniowej. Ponadto, zaobserwowano
rozdzielenie pikdw o wartosciach liczb falowych wynoszacych 962 cm™ i 1087 cm, gdy
temperatura spiekania przekraczata 700 °C [316]. Wplyw temperatury kalcynacji na
wlasciwosci naturalnego hydroksyapatytu pochodzacego z odpaddéw kosci kurzych zbadali
Bee i in [319]. Z zastosowaniem technik XRD oraz FTIR wykazali, ze podwyzszanie
temperatury kalcynacji prowadzi do wzrostu intensywno$ci pasm transmitancji, a zatem

krystalicznosci produktu, a jednoczesnie obniza si¢ zawartos¢ COs* w sieci krystalicznej HAp.
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5.3.4. Skaningowa mikroskopia elektronowa

W  celu oceny geometrii oraz wielkosci uzyskanych proszkéw ceramicznych
przeprowadzona zostata ich charakterystyka mikroskopowa z zastosowaniem skaningowej
mikroskopii elektronowej. Uzyskane mikrofotografie przedstawiono na rysunkach 41-45.
Poszczegolne materialy wykazywaly rdzne cechy morfologiczne. Fosforany suszone w piecu
komorowym cechowaly si¢ ksztattem zbliZzonym do sferycznego oraz wykazywaly tendencje
do tworzenia aglomeratéw. Efekt ten jest widoczny zaréwno w przypadku materialéw
otrzymanych z zastosowaniem stabilizatoréw, jak rowniez fosforanéw syntezowanych bez ich
uzycia.

Materiaty otrzymane w srodowisku zawierajacym PVP o stezeniu 3% oraz 6% suszone
w suszarce laboratoryjnej z wymuszonym obiegiem powietrza oraz liofilizowane wykazywaty
tendencje do tworzenia krysztatow o wydtuzonych ksztattach. Podobny efekt uzyskany zostat
w przypadku materialdw syntezowanych bez wuzycia modyfikatorow isuszonych
w liofilizatorze. Te ostatnie cechowaty sie wiekszymi srednimi dtugo$ciami wynoszacymi 275
+ 63 nm. Syntetyczny HAp otrzymany w ukladzie reakcyjnym zawierajacym PVP o stezeniu
3% rowniez charakteryzowat si¢ wydtuzonym ksztattem krysztatow, jednak w tym przypadku
ich srednia dlugos¢ wynosita 144 + 34 nm. Otrzymana ceramika nie tworzyta réwniez
relatywnie duzych aglomeratéw. Z kolei w mieszaninie reakcyjnej zawierajacej PVP o stezeniu
9% zostaty uzyskane fosforany o strukturze nanopretow i sredniej dlugosci wynoszacej 156 +
43 nm.

Dodatek etanoloaminy w $rodowisku reakcyjnym nie wplywat na morfologie
otrzymanych proszkéw. Bez wzgledu na zastosowang technike suszenia wszystkie otrzymane

materialy cechowaly si¢ nieregularnym ksztattem oraz tendencja do tworzenia aglomeratéw.
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Rysunek 45. Mikrofotografie SEM proszkow HAp otrzymanych w temperaturzr 100°C
z zastosowaniem etanoloaminy (6%) jako stabilizatora (wiersz gorny) oraz PVP (3%, wiersz

dolny) suszonych w liofilizatorze.

W celu otrzymania materiatu powtokowego o jednorodnej strukturze wazne byto, aby jego
ceramiczny komponent byt réwnomiernie rozproszony w polimerowej matrycy, dlatego tez
w dalszej czesci badan skupiono si¢ na materialach fosforanowych wykazujacych mniejsza
sklonnos¢ do tworzenia aglomeratow otrzymanych w srodowisku reakcyjnym zawierajacym
PVP.

Biorac pod uwagg, ze ziarna fosforanéw zbudowane sa z domen krystalicznych, wielkos¢
krystalitow wyznaczona metoda Scherrera jest mniejsza w poréwnaniu z wynikami
uzyskanymi na podstawie obserwacji mikroskopowych. Pomiaréw s$redniej wielkosci
(dtugosci) nanostruktur oraz wyznaczenia rozkladu wielkosci ziaren dokonano
z zastosowaniem oprogramowania ImageJ. Analiza rozktadu wielkos$ci czastek ujawnita, ze
dtugos¢ nanostruktur uzyskanych bez uzycia stabilizatora miesci sie w zakresie od 100 nm do
450 nm iwykazuje rozklad gaussowski. Zkolei w przypadku materialéw uzyskanych

z zastosowaniem PVP (3%) wytworzone nanoczastki cechuja si¢ mniejsza dlugoscia
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nieprzekraczajacg 200 nm. Z kolei dlugos¢ ziaren fosforanéw otrzymanych w srodowisku
zawierajacym PVP o stezeniu 6% miesci si¢ w zakresie od 50 nm do 250 nm.

Zgodnie z doniesieniami literaturowymi morfologia ziaren ma duzy wpltyw na zgodnos¢
biologiczng hydroksyapatytu. Jak pokazaly wyniki badan przeprowadzonych przez Huang
iin. [325] ksztalt nanoczastek HAp ma wplyw na ich cytotoksycznos¢. Badacze dokonali oceny
wplywu nanometrycznego HAp o strukturze nanopretéw, nanoigiel oraz nanoczastek
sferycznych na komorki miesni gltadkich. Badania przez nich przeprowadzone dowiodly, ze
zaréwno nanoigly jak i nanoprety HAp nie powodowaly statystycznie istotnego (P < 0.01)
wplywu na apoptoze komorek. Z kolei nanoczastki sferyczne jak i w ksztatcie ptytek znaczaco
obnizaty przezywalnos¢ komodrek poddanych dziataniu fosforanéw oraz wplywaty na
obnizenie gestosci komorkowej i zwigkszenie wewnatrzkomodrkowego stezenia reaktywnych
form tlenu, generujac stres oksydacyjny. Z kolei Li i in. w swojej pracy wskazali, Ze nanoprety
HAp wykazuja potencjat jako rodzaj nowego bioaktywnego wypelniacza do naprawy
ubytkéw kostnych. Badacze zademonstrowali, ze nanometryczny HAp o strukturze podobnej
do precikébw wplywa na zwiekszenie produkcji kolagenu typu I, bedacego posrednim
wskaznikiem osteogenezy, ekspresje fosfatazy alkalicznej odzwierciedlajacej wczesny stopient
osteogennosci komodrek macierzystych oraz osteokalcyny i osteopontyny, ktdre sa pdznymi
markerami osteogennymi dla tworzenia kosci [320]. Pozytywny wplyw na wspomniane
parametry moze mie¢ zwiagzek z podobieristwem nanopretow HAp do apatytow naturalnie
wystepujacych w kosciach, bedacych strukturami charakteryzujacymi si¢ dtugoscia w zakresie
15-200 nm i szerokoscig od 10 nm do 80 nm [321].

5.3.5. Spektrometria emisyjna ze wzbudzeniem w plazmie indukowanej

Syntetyczny HAp o stechiometrycznym skladzie (s-HAp) cechuje si¢ okreslonym
stosunkiem molowym Ca/P wynoszacym 1.67. Jezeli warto$¢ ta jest nizsza imiesci sie
w zakresie 1.66-1.50, to otrzymany fosforan jest tzw. hydroksyapatytem z niedoborem wapnia.
Jesli natomiast wartosc ta jest wyzsza niz 1.67 - HAp z nadmiarem wapnia. W celu okreslenia

stosunku molowego Ca/P zastosowano technike spektrometrii emisyjnej ze wzbudzeniem
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w plazmie indukowanej. Wartosci molowego stosunku Ca/P poszczegdlnych materiatéw
fosforanowych przedstawiono na rysunku 46. Przeprowadzona analiza wskazata nieznaczny
spadek stosunku molowego Ca/P wraz ze wzrostem zawartosci PVP w Srodowisku
reakcyjnym w porownaniu do HAp otrzymanego w Srodowisku niezawierajacym
stabilizatora. Stosunki molowe Ca/P odpowiadajace poszczegélnym prébkom miescily sie
w zakresie od 1.677 - 1.650, co odpowiada wartosciom zblizonym do stechiometrycznej.
Zgodnie z badaniami przeprowadzonymi przez Stephanova iin. wzrost lepkosci roztworu
moze utrudnia¢ dyfuzje jondw wapnia. Proces krystalizacji HAp w roztworach rozpoczyna sie
od tworzenia niestabilnych klastrow Cas(POs)s, ktdre nastepnie agreguja i przeksztatcaja sie do
ACP (amorficzny fosforan wapniowy), a nastepnie do krystalicznego HAp. Badania
spektroskopowe FTIR przeprowadzone przez Lii in. pokazaly, ze polimery takie jak PEG, PVA
czy PEG majg zdolnos¢ do kompleksowania jonow Ca?" oraz opdzniania procesu tworzenia

krystalicznego HAp [322].

1.72
g .

;168 S - g 3 © 3
- = =2 i 8 3
2 1.66 I
o

2 1.64

2
S 162
n

1.60

brak 3% 6% 9%
stabilizatora

Stezenie PVP w mieszaninie reakcyjnej [%]
Rysunek 46. Stosunek molowy Ca/P w fosforanach wapniowych otrzymanych w $rodowisku
reakcyjnym zawierajagcym 3%, 6% oraz 9% PVP suszonych w suszarce z wymuszonym

obiegiem powietrza oraz liofilizowanych.
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W przypadku poliglikolu etylenowego wielu badaczy wykazato, Ze moze on stanowic
czynnik kontrolujacy strukture fosforanéw wapnia. Qiu i in. udowodnili, Ze fosforany o
strukturze nanometrycznej mozna wytworzy¢ metoda biomimetyczng przy uzyciu
Ca(NOs)2-4H20 i (NH4)sPO4+-3H20 i PEG6000, oraz ze szybkos¢ przenoszenia jonéw Ca? mozna
zmniejszy¢ przez dodanie PEG podczas procesu ich krystalizacji wptywajac na sktad produktu
koncowego reakcji syntezy, co moze mie¢ zwigzek z interakcja polimeru oraz jondw wapnia
udowodniong przez Li i in. [323].

Z drugiej jednak strony wptyw PVP na stosunek molowy Ca/P nie zostat przedstawiony
w pi$miennictwie. Niemniej, uzyskane wyniki wskazuja, ze obecnos¢ PVP, analogicznie do
PEG, w ukfadzie reakcyjnym, skutkuje obnizaniem wartosci stosunku molowego Ca/P, co
moze mie¢ zwigzek zaréwno ze wzrostem lepkosci roztworu reakcyjnego, jak

i kompleksowaniem jonow Ca przez PVP.
5.3.6. Analiza powierzchni wlasciwej fosforandw wapnia metoda BET

Celem modyfikacji powierzchni biomaterialu jest stworzenie okreslonego srodowiska
chemicznego ifizycznego, ktére zapewnia korzystna odpowiedz komorkowa w procesie
regeneracji tkanki. Pierwszym etapem zachodzacym po implantacji biomateriatu
w organizmie czlowieka jest adsorpcja bialek, na ktéra wptywa topografia powierzchni
materiatlu. W zwiazku z powyzszym dokonano analizy otrzymanych fosforanow pod katem
ich charakterystyki strukturalnej.

Rozktad wielko$ci porow oraz powierzchnia wlasciwa otrzymanych produktow
wyznaczone zostaly na podstawie izoterm adsorpcji idesorpcii N2 dla fosforanéw
otrzymanych bez stosowania PVP w $rodowisku reakcyjnym, jak idla materiatéw
otrzymanych w mieszaninach reakcyjnych zawierajacych polimer. Warto$ci powierzchni
wlasciwej okreslonej metoda BET, sredniej $rednicy oraz powierzchni poréw wyznaczonej
metoda BJH zostaty przedstawione w tabeli 18.

Jak mozna zauwazy¢, wartosci powierzchni wtasciwej poszczegdlnych materiatow HAp

wykazaly znaczace rdznice zalezne od zastosowanej metody suszenia. Suszenie proszku HAp
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w suszarce laboratoryjnej doprowadzito do uzyskania fosforanéw o powierzchni wtasciwej
w przedziale 31.33 m?/g - 110.80 m?/g. Znaczny spadek powierzchni wlasciwej materiatow
otrzymanych w srodowisku zawierajagcym PVP isuszonych w temperaturze wynoszacej
105°C moze by¢ spowodowany wlasciwosciami strukturalnymi poszczegoélnych proszkdow.
Najwieksza wartos¢ powierzchni wlasciwej otrzymano w przypadku proszku uzyskanego bez
zastosowania polimerowego stabilizatora. Materiat ten, w przeciwienistwie do pozostatych
proszkéw suszonych w 105°C, odznaczal sie struktura onieregularnym ksztalcie ziaren.
Z kolei najnizsza powierzchniaq wtasciwa odznaczat si¢ materiat suszony w piecu komorowym
(22.34 M?/g). Procesy zachodzace w temperaturach przekraczajacych 600-700°C moga
wptywac na obnizenie powierzchni wlasciwej fosforanow na skutek spiekania ziaren HAp
powodujacego zmniejszenie przestrzeni pomiedzy ziarnami, co znajduje odzwierciedlenie w

przedstawionych wynikach.

Tabela 18. Parametry strukturalne wyznaczone dla HAp syntetyzowanych w ukltadach

reakcyjnych zawierajacych PVP o stezeniu 3%, 6% i 9% oraz otrzymanych bez uzycia polimeru.

L. . Powierzchnia Calkowita ,Sredn.la
i Stezenie Technika . ] ] srednica
Probka . wlasciwa powierzchnia ,
PVP [%] suszenia [m?/e] oréw [cm¥e] porow
8 P 8 el
A - L 54.23 41.83 15.97
B - S 110.80 100.90 15.67
C - P 22.34 16.11 11.76
D 3 S 31.33 24.27 9.66
E 6 S 37.04 28.33 10.72
F 9 S 40.22 29.83 10.75

Podobny trend obserwuje si¢ w przypadku catkowitej powierzchni poréw. Najwyzszymi
wartosciami liczbowymi parametru réwniez charakteryzuje si¢ material otrzymany
w $rodowisku niezawierajacym polimeru, suszony w suszarce z wymuszonym obiegiem
powietrza. Zkolei najnizsza catkowita powierzchnia poréw zostala zaobserwowana

w przypadku materiatu suszonego w piecu komorowym. Fosforany otrzymane
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z zastosowaniem PVP o zwigkszajacym sie stezeniu cechuje, podobnie jak w przypadku
powierzchni wlasciwej, nieznacznie rosnaca wartos¢ parametru mieszczacego sie¢ w zakresie
od 24.27 nm do 29.83 nm. Z kolei w przypadku sredniej srednicy poréw wzrost zawartosci
polimeru w uklfadzie reakcyjnym, nie powoduje znacznych zmian w wartosci $redniej
$rednicy porow. Wartosci wyznaczonych parametréw wydaja sie by¢ zalezne od struktury
otrzymanych materialéw. W przypadku materiatlow cechujacych si¢ ziarnami o wydtuZzonym
ksztalcie obserwuje si¢ obnizenie wartosci ich powierzchni wlasciwej w poréwnaniu do
materialdéw o strukturze nieregularnej otrzymanych na drodze syntezy bez dodatku
polimerowego stabilizatora suszonych w temperaturze 105°C. Na podstawie danych
literaturowych mozna wnioskowaé, ze powierzchnia wlasciwa HAp o strukturze
nanometrycznej jest zalezna od morfologii materiatu. Ramis i in. w swojej pracy przedstawili
charakterystyke HAp o strukturze nanopretow, diugosci okoto 50 nm i srednicy w zakresie od
5 nm do 20 nm. Pomiary powierzchni wtasciwej komercyjnie dostepnych nanoczastek HAp
metoda BET wykazaly, ze cechuje je duze rozwiniecie powierzchni przekraczajace 100 m?/g
[324]. Z kolei Minamisawa iin. uzyskali produkt o powierzchni przekraczajacej 200 m?/g
stosujac oddziatywanie ultradzwigkami na komercyjnie dostepne nanoczastki HAp [325].
Charakterystyki proszkéw HAp o zroznicowanej geometrii dokonali rowniez Huang iin.
[326]. Badacze wyznaczyli powierzchnie wlasciwa materiatow o strukturze nanopretéw
o dtugosci 115 nm + 23 nm, nanoigiet o dtugosci 189 nm + 27 nm oraz nanoczastek sferycznych
oérednicy 56 nm + 9 nm. Najmniejsza powierzchnia wlasciwa cechowal si¢ materiat
o strukturze nanopretow (25.04 + 2.03 m?/g), zas najwieksza nanoczastki sferyczne (67.03 + 6.98
m?/g). Z kolei proszki o strukturze nanoigiet cechowata powierzchnia wtasciwa o powierzchni
52.46 + 6.61 m?/g.

Krzywe adsorpgcji idesorpcji nanoczastek HAp przedstawiono na rys. 46. Wszystkie
zarejestrowane izotermy, poza przedstawiong na rysunku 47B, odpowiadaly V typowi
izotermy adsorpdji z petla histerezy typu H3 (wg klasyfikacji [IUPAC), ktdéra przypisywana jest
agregatom czastek ksztaltem zbliZzonym do plytek. Zkolei petla histerezy izotermy

przedstawionej na rysunku 47B zblizona jest do petli typu HI1, ktora jest przypisywana
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materialom porowatym, zbudowanym z prawie jednorodnych aglomeratéw sferycznych

[327].
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5.4. Otrzymywanie i charakterystyka matryc polimerowych oraz materialow

polimerowo-ceramicznych
5.4.1. Kinetyka pecznienia

Zdolno$¢ do pecznienia jest waznym parametrem materialow o potencjalnym charakterze
nosnika leku. W niniejszej pracy uwage skupiono na materiatach powlokowych o charakterze
nosnika substancji aktywnej o dzialaniu antybakteryjnym - nanoczastek srebra. Waznym
aspektem w ukladach o kontrolowanym uwalnianiu substancji czynnej jest szybkos¢
pecznienia jego nosnika. Nalezy tutaj zwrdci¢ uwage na zalezno$¢ pomiedzy zdolnoscia
sorpcyjna, a szybkoscia uwalniania substancji aktywnej do otoczenia. Materiaty cechujace sie
duza zdolnoscia do pecznienia oraz wysoka szybkoscia pecznienia, zgodnie z doniesieniami
literaturowymi, charakteryzuje réwniez szybsze uwalnianie substancji aktywnej do
$rodowiska [328,329]. W kontekscie zastosowania takich ukladow jako materiatow
powlokowych na implanty tytanowe, nalezy réwniez zwréci¢ uwage na fakt, Zze nadmierna
zdolnos¢ do pecznienia materialu moze wywierac niekorzystny wpltyw na otaczajace tkanki.

Na strukture oraz zdolno$¢ do pecznienia materialu mozna wptywac projektujac jego
sklad. Aby zbada¢ zalezno$¢ struktura-pojemnos$¢ sorpcyjna, przeprowadzono badania
kinetyki pecznienia matryc polimerowych oraz kompozytéw zawierajacych faze ceramiczna -
HAp, stosujac model Voigta. Model Voigta odnosi do zaleznosci miedzy szybkoscia
pecznienia, a parametrem mocy, opisujacym odpornos¢ materiatu na dyfuzje cieklego medium
wijego glab. Wykresy przedstawiajace zdolno$¢ sorpcyjna poszczegdlnych matryc
polimerowych (serie badawcze I - III) od czasu inkubacji w roztworze PBS przedstawiono na
rysunku 47. Z kolei parametry szybkosci t poszczegdlnych probek obliczone na podstawie
modelu Voigta przedstawiono w tabeli 22. Na rysunku 47 A zaprezentowano wykresy
przedstawiajace kinetyke pecznienia probek serii badawczej 1. W serii tej zastosowano
zmienny stosunek objeto$ciowy roztworu PEG (30%) do objetosci czynnika sieciujacego

(PEGDA). Na podstawie przedstawionego wykresu mozna zauwazy¢, ze wraz ze wzrostem
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udziatu czynnika sieciujacego w materiale maleje jego zdolnos¢ sorpcyjna. Roznica zdolnosci
sorpcyjnych po 3 dniach inkubacji w roztworze PBS pomiedzy materiatami o skrajnych
udziatach czynnika sieciujacego wynosi okoto 35%. Dodatkowo, wraz ze wzrostem zawartosci
PEGDA w materiale zauwazalne sa réwniez znaczace roznice w wartosciach parametru
szybkosci t. Parametr ten okresla czas, ktory jest niezbedny do osiagniecia przez probke 63%
catkowitej zdolnosci pecznienia, a zatem im wyzsza jest jego wartos¢, tym sorpcja cieklego
medium nastepuje wolniej. W przypadku serii badawczej I, warto$ci parametru T mieszcza sie
w zakresie od okoto 62 minut do 130 minut, a ich wzrost nastepuje wraz ze wzrostem

zawartosci PEGDA w materiale.
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Rysunek 47. Kinetyka pecznienia matryc polimerowych otrzymanych w serii badawczej I (A),

1 (B) oraz I1I (C).
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Na rysunku 47B przedstawiono wykresy prezentujace wyniki pomiaru pecznienia w czasie
probek matryc polimerowych serii badawczej II. W serii tej otrzymano materiaty polimerowe
przygotowane z zastosowaniem roztworow PEG o zmiennym stezeniu - od 10% do 30%.
Podobnie jak w przypadku serii badawczej I, przeprowadzone badania pozwolily stwierdzi¢,
ze wraz ze wzrostem zawartosci PEG w materiale, maleje jego zdolno$¢ sorpcyjna. Po 3 dniach
inkubacji zdolnos¢ sorpcyjna probek miesci sie¢ w zakresie od okoto 74% do 96%. Widoczne sg
rowniez znaczne rownice w wartosci parametru t - podobnie jak w przypadku PEGDA, wraz
ze wzrostem zawartosci PEG obserwuje si¢ wzrost parametru t. Oznacza to, ze wzrost
zawartosci PEG w materiale wptywa na wydluzenie czasu potrzebnego na osiagniecie przez

materiat 63% swojej catkowitej zdolnosci sorpcyjnej (tabela 19).

Tabela 19. Wartosci wyznaczonego parametru szybkosci t dla poszczegolnych probek matryc

polimerowych.
Seria badawcza Symbol probki T [min]

G5 61.7

G6 78.2

[ G7 98.3

G8 119.1

G9 121.8
G10 129.7

GVé6 35.5

GVv7 55.7

II GV8 88.6

GV9 121.8

GV10 128.2

G9 120.7

GI1 127.4

H G92 126.1

G93 124.3
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Rysunek 47C przedstawia wykresy prezentujace wyniki pomiaru pecznienia w czasie
probek matryc polimerowych serii badawczej IlI, w przygotowaniu ktorej uzyto zmiennych
objetosci fotoinicjatora. Przeprowadzone pomiary wykazaly, ze poszczegdlne probki nie
wykazuja znaczacych réznic zaréwno rozwazajac ich zdolnos$¢ sorpcyjna, jak iwartosci
parametru T.

Analiza kinetyki pecznienia poszczegélnych materiatow wykazata, ze zaréwno ilos¢
czynnika sieciujgcego PEGDA, jak ipolimeru PEG w materiatach ma wpltyw na jego
oddziatywanie z ciektym medium inkubacyjnym Na postawie uzyskanych wynikéw mozna
wnioskowac, ze wraz ze wzrostem zawartosci PEGDA, jak i PEG, maleje zdolnos¢ sorpcyjna
materiatu. Z kolei zwigkszenie udziatu fotoinicjatora w mieszaninie reakcyjnej nie wywiera
wptywu na kinetyke pecznienia probek.

Na podstawie przeprowadzonych badan wstepnych do dalszego etapu pracy
wyselekcjonowano materiaty zawierajace odpowiednio 20 pL fotoinicjatora, 0.9 mL PEGDA
oraz 5 mL roztworu PEG o stezeniu 30% (GV9) oraz 35% (GV10). Materialy ten cechowaty sie
porownywalnymi parametrami poréwnywalnymi pecznienia, co moze mie¢ zwigzek
z wysyceniem przestrzeni w tréjwymiarowej strukturze usieciowanego PEGDA przez
faricuchy PEG i stanowienia przez nie swego rodzaju zawady utrudniajacej cieklemu medium
dyfuzje w glab materiatu przez sie¢ wzajemnie przenikajacych sie¢ tancuchéow (IPN, ang.
interpenetrating polymer network). Warto rowniez wspomnie¢, ze w tego typu uktadach mozliwe
jest dodatkowo tworzenie podsieci opartej na oddzialywaniach niekowalencyjnych -
wiazaniach wodorowych, pomiedzy terminalnymi grupami hydroksylowymi PEG oraz
grupami karbonylowymi pochodzacymi od PEGDA. Zgodnie z doniesieniami literaturowymi
obecnos¢ wiazan wodorowych wptywa rowniez na witasciwosci adhezyjne materiatu, co
z punktu widzenia materiatow dedykowanych na powltoki wydaje si¢ by¢ korzystne [330].

Do wytypowanych matryc polimerowych, bedacych osrodkiem rozpraszajacym dla fazy
ceramicznej, wprowadzono nastepnie nanometryczny HAp o strukturze nanopretow w ilosci
2.5% [m/V] w odniesieniu do objetosci uzytego roztworu PEG. Na rysunku 48. przedstawiono

wykresy prezentujace wyniki pomiaréw pecznienia w czasie probek kompozytow
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polimerowo-ceramicznych inkubowanych w roztworze PBS przez 5 dni. Uzyskane wyniki
pokazaly, Ze wprowadzenie do polimerowej matrycy skladnika ceramicznego skutkuje
obnizeniem zdolno$ci sorpcyjnej materiatu o okoto 10% wzgledem materiatu niezawierajacego
fazy ceramicznej. Wydtuzeniu ulegt réwniez czas potrzebny materialom do osiagniecia 63%
swojej catkowitej zdolnosci sorpcyjnej. Wynika to z faktu, ze obecno$¢ nanometrycznego HAp
w strukturze tréjwymiarowej sieci polimeru stanowi zawade przestrzenna i skutecznie

utrudnia dyfuzje cieklego medium w jej giab.
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Rysunek 48. Kinetyka pecznienia kompozytéw polimerowo-ceramicznych.
5.4.2. Charakterystyka morfologii matryc polimerowych

W celu dokonania oceny strukturalnych réznic w morfologii matryc polimerowych
o wzrastajacej zawartosci PEG, dokonano ich obrazowania z zastosowaniem skaningowej
mikroskopii elektronowej. Na rysunku 49. przedstawiono mikrofotografie prébek matryc
polimerowych oznaczonych symbolami G7V, G8V, G9V oraz G10V. Na mikrofotografiach jest
wyraznie widoczne, ze struktura polimerowych matryc jest zalezna od ich skladu - wraz ze
wzrostem stezenia roztworu PEG uzytego w procesie otrzymania matrycy, struktura
materialéw wykazuje wigksza nieregularno$¢. Moze to mie¢ zwiazek ze zwigkszajacym sie

upakowaniem liniowych taricuchéw PEG w trojwymiarowej sieci PEGDA, ale réwniez
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z charakterem oddziatywan pomiedzy komponentami matrycy wynikajacymi np. z tworzenia

wigzan wodorowych.

TM3000_0164 A D40 x20k  30um

D39 x20k  30um

A D42 x20k  30um

TM3000_0161 TM3000_0188 A D38 x2.0k 30 um

Rysunek 49. Mikrofotografie powierzchni matryc polimerowych G7V (A), G8V (B), GOV (C)
oraz G10V (D).

5.4.3. Szybkos¢ sedymentacji HAp

Aby otrzymac¢ powloki kompozytowe o rownomiernym rozkladzie fazy statej w osnowie
wazne jest aby mieszanina, z ktorej sa wytwarzane, cechowata si¢ odpowiednig stabilnoscia, a
ziarna ceramiki bedace jej skfadnikiem nie ulegaty szybkiej sedymentacji. W celu okreslenia

szybkosci sedymentacji czastek HAp wroztworze wykorzystanym do wytworzenia
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usieciowanej polimerowej matrycy, dokonano pomiaréw szybkosci sedymentacji
z zastosowaniem systemu Multiscan MS20. System ten pozwala na rejestracje promieniowania
elektromagnetycznego rozproszonego oraz przechodzacego przez probke, co umozliwia
pomiar szybkosci opadania czastek w zawiesinie.

Pomiary przeprowadzono w naczyniach pomiarowych o objetosci 3 cm®. Przed pomiarem
probki poddawano homogenizacji z zastosowaniem homogenizatora Polytron PT 2500E przez
5 minut. Wszystkie probki zawieraty jednakowa ilo$¢ fazy ceramicznej wynoszacej 2.5% [m/V]

wzgledem objetosci uzytego roztworu PEG.
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Rysunek 50. Wyniki pomiaru rozproszenia wstecznego (A) oraz transmitancji (B) dyspersji

HAp (syntezowany bez uzycia stabilizatoréw, suszony w piecu komorowym) w mieszaninie

GV9.

Rysunek 50. przedstawia wyniki pomiaru transmitancji oraz rozproszenia wstecznego

dyspersji HAp otrzymanego w wyniku syntezy bez uzycia stabilizatoréw i suszonego w piecu
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komorowym w mieszaninie GV9. Na wykresach przedstawiono réwniez szybkos$¢ migracji

wyznaczong na podstawie polozenia frontu migracji w kolejnych pomiarach. W przypadku

mieszaniny zawierajacej HAp suszony w piecu komorowym szybkos¢ opadania czastek byta

relatywnie duza iwyniosta 14.47+3.39 mm/min. Tak

szybka sedymentacja czastek ma

prawdopodobnie zwiazek z tworzeniem duzych aglomeratow fosforanu na etapie syntezy, co

potwierdzita analiza morfologii otrzymanych proszkéw. Po 30 minutach pomiaru

rozproszenie wsteczne promieniowania na probce wyniosto 2%, z kolei transmitancja wzrosta

do okoto 70%, co swiadczy o znaczacej sedymentacji fazy ceramiczne;j.
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Rysunek 51. Wyniki pomiaru rozproszenia wstecznego

(A) oraz transmitangji (B) dyspersji

HAp (syntezowany bez uzycia stabilizatoréw, liofilizowany) w mieszaninie GV9.

Na rysunku 51. przedstawiono wyniki pomiaru transmitancji oraz rozproszenia wstecznego

dyspersji HAp, otrzymanego w wyniku syntezy bez uzycia stabilizatorow i liofilizowanego,
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zawieszonego w mieszaninie GV9. Analiza morfologii probki ceramiki przeprowadzona na
podstawie mikrofotografii SEM wykazata, ze cechowat si¢ on struktura nanoigiet o dtugosci
w zakresie od 100 nm do 450 nm. Na podstawie pomiardw transmitancji oraz rozproszenia
wstecznego probki mieszaniny mozna stwierdzi¢, ze szybkos$¢ opadania stalych czastek
w fazie cieklej wyniosta 6.23+1.21 mm/min, a wiec zachodzila mniej gwaltowanie niz
w przypadku fosforanu suszonego w piecu komorowym. Pokazuje to réwniez, ze otrzymany

produkt cechowat si¢ mniejsza sklonnoscia do tworzenia aglomeratéw na etapie syntezy.

Az 00:00:00
o 76
(=1
8
&; 7.0
kS I 00:17:00
£ 64
% !
g | |
g 538 ;
g 20 25 30 35 40 45 50 00:30:00
Potozenie [mm]
00:00:00
B
< 0.03
§~ 0.02
£ 001 00:17:00
E : Y |
€ 0,00k PRPANT PN I R -
E‘ ’ Al A A ’\._/"\”/ ‘,‘v‘/“ Szybkoé¢ migracji: 0.33 £ 0. 07 mm/min
20 25 30 35 40 45 50 00:30:00

Potozenie [mm]
Rysunek 52. Wyniki pomiaru rozproszenia wstecznego (A) oraz transmitancji (B) dyspersji
HAp (otrzymany w mieszaninie reakcyjnej zawierajacej PVP o stezeniu 3%, suszony
w suszarce laboratoryjnej) w mieszaninie GV9.

Rysunek 52. prezentuje wyniki pomiaru transmitancji oraz rozproszenia wstecznego
dyspersji HAp, otrzymanego w wyniku syntezy w ukladzie reakcyjnym zawierajacym PVP
o stezeniu 3%, suszonego w suszarce z wymuszonym obiegiem powietrza, zawieszonego
w mieszaninie GV9. Na podstawie pomiarow transmitancji oraz rozproszenia wstecznego

probki mieszaniny mozna wnioskowa¢, ze otrzymana dyspersja cechowata sie stabilnoscia -
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szybkos¢ opadania statych czastek w fazie cieklej wyniosta zaledwie 0.33+0.07 mm/min, co
moze mie¢ zwigzek z nanometryczng strukturg fosforanu (nanoprety). Analiza jednoczesnie
pokazala, ze otrzymany fosforan nie wykazuje tendencji do aglomeracji w mieszaninie
polimerowej, co sugeruje wartos¢ transmitancji nieprzekraczajaca 1% podczas trwania catego
pomiaru. Podobne wyniki otrzymano w przypadku analizy prébki, w ktorej faze
rozpraszajacg dla ceramiki stanowila mieszanina GV10 (rysunek 53). Otrzymana wartos¢

szybkosci migragji frontu w tym przypadku byta poréwnywalna i wynosita 0.39+0.11 mm/min.
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Rysunek 53. Wyniki pomiaru rozproszenia wstecznego (A) oraz transmitancji (B) dyspersji
HAp (otrzymany w mieszaninie reakcyjnej zawierajacej PVP o stezeniu 3%, suszony
w suszarce laboratoryjnej) w mieszaninie GV10.

Na podstawie uzyskanych wynikoéw mozna stwierdzi¢, ze zaréwno mieszanina GV9, jak
i GV10 moga by¢ wykorzystywane do wytwarzania stabilnych dyspersji HAp w roztworze

polimeréw. Nalezy jednak zwroci¢ uwage na fakt, ze réwnie wazna role odgrywa struktura
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fazy ceramicznej. Fosforany tworzace aglomeraty ulegaja relatywnie szybkiej sedymentacji,
zkolei materialy o strukturze nanopretow tworza zawiesiny, w ktérych szybkos¢
sedymentacji czastek jest niska. Istotne jest, aby tak dobra¢ parametry poszczegolnych
sktadnikow, w przypadku roztworow polimerdw - ich kompozycje, w przypadku ceramiki- jej
strukture, aby otrzymac dyspersje cechujaca si¢ wystarczajaca stabilnoscia umozliwiajacy jej
wykorzystanie w procesie nanoszenia powtok. Oczywiscie, pozadana jest dyspersja, ktdra
cechuje sie wysoka stabilnoscia - czastki state w niej zawieszone nie tworza aglomeratow, ale

rowniez nie ulegaja sedymentagji.
5.5. Otrzymywanie i charakterystyka powlok ceramiczno - polimerowych
Do przygotowania powlok zawierajacych faze ceramiczng zastosowano:

e kompozycje polimerowa zawierajaca roztwdr PEG o stezeniu 30% (5 mL), 0.9 mL
PEGDA jako czynnika sieciujacego (0.9 mL) oraz fotoinicjator (20 pL),

e nanostrukturalny HAp otrzymany w ukladzie reakcyjnym zawierajacym roztwér PVP
o stezeniu 3% w ilosci 2.5% [m/V] wzgledem objetosci uzytego roztworu PEG,

e nanoczastki srebra (otrzymane zzastosowaniem 5 mL naparu zkarczocha jako

reduktora oraz czynnika stabilizujacego).

Stezenie AgNPs w otrzymanych kompozycjach wynosito 4 ppm oraz 8 ppm (w odniesieniu
do stezenia jonéw Ag*). Podczas dodawania kolejnych skladnikéw mieszanine poddawano
ciagtej homogenizacji z zastosowaniem homogenizatora Polytron PT 2500E. 200 uL
przygotowanej w taki sposob mieszaniny nanoszono na ptytki ze stopu tytanu Ti-6Al-4V ELI
owymiarach 2 x 2.5 cm za pomoca pipety iréwnomiernie rozprowadzono na cafej
powierzchni ptytki, a nastepnie umieszczono je w polu promieniowania lampy UV EMITA VP
60 (180 W) na 4 minuty w celu przeprowadzenia fotosieciowania powlok. Powierzchnie ptytek
przygotowano poprzez wytrawianie w roztworze kwasu fluorowodorowego (1%) przez 5

minut, a nastepnie dokladnie przemyto oraz wysuszono. Mikrofotografie powierzchni plytek
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ze stopu tytanu Ti-6Al-4V przed oraz po wytrawieniu w 1% roztworze HF przedstawiono na
rysunku 54. Zastosowanie zaproponowanej procedury pozwolilo na nadanie powierzchni

plytek bardziej rozwinigtej, porowatej struktury.

TM3000_9442 D4.1 x5.0k  20um

TM3000_8440 A D41 x2.0k TM3000_9439

Rysunek 54. Mikrofotografie SEM powierzchni plytek ze stopu tytanu Ti-6Al-4V przed (A, B)

oraz po wytrawieniu (C,D) w 1% roztworze HF‘
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5.5.1 Analiza spektroskopowa w podczerwieni powlok polimerowo-

ceramicznych

W celu wyjasnienia zjawisk zachodzacych podczas sieciowania kompozycji, otrzymane
powloki polimerowo-ceramiczne poddano analizie =z zastosowaniem spektroskopii
w podczerwieni z transformatg Fouriera. Fotosieciowanie z zastosowaniem PEGDA jako
czynnika sieciujacego oraz 2-hydroksy-2metylopropiofenonu jako fotoinicjatora przebiega
w kilku etapach. Fotoinicjator poddany ekspozycji na dziatanie $wiatta UV ulega dysocjacji na

wysoce reaktywne rodniki: benzoilowy oraz 2-hydroksy-2-propylowy (etap I).
O

0
Il | hv H I
@C—C—OH — @ +'C—OH

| I

W drugim etapie reakgji fotosieciowania powstate reaktywne rodniki atakujg terminalne
wiazania podwdjne C=C czynnika sieciujacego, w wyniku czego na widmach FTIR zanikaja
pasma pochodzace od tego wigzania znajdujace si¢ przy liczbach falowych 1635 cm™ oraz 1619
cml. Na skutek ataku wolnych rodnikéw na wigzania podwdjne dochodzi do konwersji
wigzan C=C do wigzan kowalencyjnych C-C ipowstania usieciowanej tréjwymiarowej

struktury polimerowej.
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Widma w zakresie podstawowej podczerwieni otrzymano zaréwno dla czystych
sktadnikow powtoki polimerowo-ceramicznej, jak i usieciowanych powlok (rysunek 55). Piki
przy 2865 cm? i2880cm? we wszystkich widmach przypisuje sie asymetrycznym
i symetrycznym drganiom rozciggajacym grup C-H. Pasmo odpowiadajace liczbie falowej
1720 cm™ przypisuje si¢ drganiom rozciagajacym C=O. W otrzymanych materiatach pasmo to
przesuwa si¢ w kierunku fal dluzszych (1728 cm™). Efekt taki moze by¢ zwiazany

z powstawaniem wigzant wodorowych w ukladzie, co powoduje ostabienie wigzania C=0.
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Takie ostabione wigzanie ma nizsza czestotliwos¢ drgan niz pierwotne podwodjne wigzanie

karbonylowe, co powoduje przesuniecie jego pasma transmitancji w kierunku fal dtuzszych

[331].

HAp \ T

Transmitancja [%]

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
Dtugosc fali [em]

Rysunek 55. Widma FTIR skladnikow matrycy polimerowej, hydroksyapatytu oraz

usieciowanych powlok polimerowo-ceramicznych GV9P oraz GV10P.
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Dodatkowo, na widmach FTIR usieciowanych powtok polimerowo-ceramicznych brak jest
pasm pochodzacych od wigzan podwojnych C=C nieusieciowanego PEGDA (1635 cm™, 1619
cm!, 1407 cm™, 810 cm™), co potwierdza ich konwersje do wigzan pojedynczych C-C.

W tabeli 20. przedstawiono zestawienie pasm zarejestrowanych na poszczegolnych
widmach FT-IR. Pasma obserwowane w zakresie falowym 2880 - 2865 cm™ odpowiadaja
drganiom rozciagajacym grupy CH:. Kolejno, na wszystkich widmach zarejestrowano pasma
przy liczbie falowej okoto 1455 cm™, za ktore odpowiadaja drgania rozciagajace w grupie CHo.
Z kolei pasma widoczne przy liczbach falowych 1350 cm™, 1271 cm™, 1240 cm™ odpowiadaja
kolejno drganiom wachlarzowym C-O-C, rozciggajacym C-O oraz C-O-H. Przy nizszych
dtugosciach fali, obserwowane sa rowniez pasma odpowiadajace drganiom rozciggajacym
wigzan C-O-C, zginajacym C-H oraz skrecajagcym grup CH: Na widmach materiatow
powtokowych nie uwidocznity sie pasma pochodzace od fazy ceramicznej, co jest skutkiem
nakladania si¢ pasm pochodzacych od poszczegdlnych grup funkcyjnych fosforanu z pasmami
pochodzacymi od drgan grup funkcyjnych polimerowych komponentow.

W przypadku materiatéw powtokowych nie obserwuje si¢ pasm pochodzacych od wigzan
podwdjnych C=C przy liczbach falowych 810 cm™, 1635 cm™, 1619 cm™?, 1407 cm™. Na widmach
widoczne sa réwniez przesunigcia maksimow odpowiadajacych za drgania konkretnych
wigzan. Szczegodlnie widoczna jest zmiana potozenia maksimum odpowiadajgcego drganiom
rozciagajacym wigzan C-O-C. Przesunigcia potozen pasm na widmach IR moga mieé wiele
przyczyn, zwlaszcza w przypadku, kiedy mamy do czynienia z materialem
wielokomponentowym. Takie $rodowisko sprzyja wzajemnym oddziatywaniom
poszczegdlnych grup funkcyjnych, co moze powodowac¢ przesuniecia pasm. Dodatkowo,
rowniez powstawanie nowych wigzanil w procesie fotopolimeryzacji moze wplywaé na
strukture chemiczng materialu powodujac przesunigcia maksimow pasm. Na podstawie
otrzymanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze zaproponowany skiad materiatow pozwalal na
otrzymanie powlok polimerowo-ceramicznych o usieciowanej strukturze. Wnioski takie
mozna wyciagnac na podstawie braku pasm odpowiadajacych wigzaniu podwojnemu C=C na

widmach powtok. Analizujac widma spektroskopowe oraz przesuniecia potozenia pasm
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grupy karbonylowej C=O w kierunku fal dluzszych mozna réwniez przypuszczaé, ze
komponenty polimerowej matrycy oddzialuja ze soba poprzez wigzania wodorowe.
Zaproponowana metode otrzymywania powlok polimerowo-ceramicznych cechuje
bezodpadowy charakter, a co rownie wazne pozwala ona na wytworzenie powtok w trakcie

krotkiej ekspozycji na promieniowanie UV.

Tabela 20. Zestawienie pasm zarejestrowanych na widmach FTIR dla czystych sktadnikow
powloki oraz powlok polimerowo—ceramicznych zawierajacych AgNPs o stezeniu 4 ppm

[332-334].

PEGDA

PEG

GI9VP, G10VP

2865 cm™! rozciaggajace CHa

2881 cm! rozciggajace CH2

2880 cm! rozciggajace CH2

1720 cm! rozciagajace C=O

1728 cm! rozciagajace C=O

1635 cm! symetryczne
rozciggajace C=C

1619 cm! asymetryczne
rozciggajgce C=C

1453 cm! rozciagajace CHe

1454 cm! rozciagajace CHz

1455 cm! rozciagajace CHz

1407 cm! zginajace -CH=CH>

1350 cm!, 1295 cm,
wachlarzowe C-O-C

1350 cm!
wachlarzowe C-O-C

1343 cm!
wachlarzowe C-O-C

1271 cm’!, rozciagajace C-O

1278 cm! rozciagajace C-O

1278 cm! rozciagajace C-O

1240 cm™! rozciagajace C-O-H

1240 cm™ rozciagajace C-O-H

1240 cm! rozciggajace C-O-H

1191 ecm! rozciagajace C =
o (wigzanie akrylowe)

1146 cm™? wachlarzowe CH 2

1146 cm! CH 2 wachlarzowe

1096 cm!rozciagajace C-O-C

1095 cmrozciggajace C-O-C

1100 cm rozciagajace
C-O-C

985 cm! zginajace C-H

1060 cm! rozciagajace C-O

1060 cm! rozciagajace C-O

950 cm! skrecajgce CHz

950 cm! skrecajgce CHz

950 cm! skrecajace CHe

810 cm™ rozciggajgce -CH=CH>

840 cm-! CH: skrecajace

840 cm! CHx skrecajace
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5.5.2. Charakterystyka morfologii powlok

W celu zobrazowania morfologii otrzymanych powlok wykorzystano skaningowa
mikroskopie elektronowa. Technika ta pozwolita na zobrazowanie mikrostruktury
wytworzonych powlok, jak ina zobrazowanie zjawisk zachodzacych na ich powierzchni
w symulowanym $rodowisku organizmu ludzkiego w kontakcie z ptynem SBF, roztworem
Ringera oraz sztuczna $lina. Mikrofotografie powlok polimerowo-ceramicznych G9VP oraz
G10VP przedstawiono na rysunkach 56. oraz 57.

Na podstawie uzyskanych mikrofotografii mozna stwierdzi¢ rownomierne rozmieszczenie
fazy ceramicznej w powloce GOVP (rysunek 56.), cho¢ poza drobnymi strukturami fosforanow
widoczne sa rowniez pojedyncze wieksze aglomeraty o $rednicy okolo 6 pum (czerwone
strzatki). Na mikrogotografii widoczne sg rowniez pory powstate w strukturze polimerowej
osnowy, oznaczone niebieskimi strzatkami. Analiza rozkladu pierwiastkéw na powierzchni
powloki potwierdzita roéwnomierne rozmieszczenie komponentu ceramicznego w o$rodku
polimerowym oraz obecnos¢ srebra w powtoce.

Na rysunku 57. przedstawiono mikrofotografie powierzchni powtoki G10VP oraz rozktad
pierwiastkdw na jej powierzchni. Analiza powierzchni powloki potwierdzita regularne
rozmieszczenie zardwno fosforanu jak i nanosrebra w polimerowej osnowie. Analiza rozkltadu
pierwiastkow na powierzchni powloki  potwierdzita  réwnomierne rozmieszczenie

komponentu ceramicznego oraz srebra w powtoce.
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TM3000_1675 D4.2 x2.0k 30 um

Rysunek 56. Mikrofotografie oraz analiza rozkladu pierwiastkdw na powierzchni powtoki

polimerowo-ceramicznej G9VP zawierajacej AgNPs stezeniu 4 ppm.

Wytworzone powloki poddano réwniez inkubacji w ptynach symulujacych srodowisko
organizmu ludzkiego (SBF, sztucznej slinie oraz plynie Ringera), w celu okreslenia, czy na
powierzchni powlok dochodzi do samoistnego tworzenia struktur apatytowych -
biomineralizacji. Zjawisko to sprzyja tworzeniu si¢ wigzania powloki z otaczajaca tkanka
twarda, czyli osteointegracji implantu. Mikrofotografie powlok polimerowo-ceramicznych
GIVP oraz GIOVP zawierajacych AgNPs stezeniu 4 ppm poddane 3-dniowej inkubagji

w ptynach symulujacych srodowisko organizmu przedstawiono na rysunkach 58. oraz 59. Na
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Rysunek 57. Mikrofotografie oraz analiza rozkladu pierwiastkéw na powierzchni powtloki

polimerowo-ceramicznej G10VP zawierajacej AgNPs stezeniu 4 ppm.

zalaczonych mikrofotografiach wida¢, ze na powierzchni materiatéw doszto do precypitacji
krysztatow o réznych ksztattach irozmiarach. Po 3 dniach powierzchnia powtoki GOVP
inkubowanej w roztworze SBF byta pokryta krysztatami o wydluzonym ksztalcie, na
powierzchni  ktérych zaobserwowano drobnokrystaliczne wydzielenia. Punktowa
mikroanaliza EDS wykazala, ze w sktad powstatych wytracen wchodza Ca, P oraz Na i Cl.

Krysztaly o podobnym wydtuzonym ksztalcie zaobserwowano na powierzchni materiatow
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inkubowanych w roztworze sztucznej sliny oraz ptynie Ringera, co pozwala stwierdzi¢, ze
obserwowanymi podtuznymi wydzieleniami sg krysztalty NaCl, obecnego we wszystkich
plynach immersyjnych. Pozwala to réwniez zauwazy¢, ze drobnokrystaliczne wytracenia
zaobserwowane na powierzchni materiatéw inkubowanych w SBF sa zbudowane z Ca oraz P,

co z kolei prowadzi do wniosku, Ze juz po 3 dniach inkubacji prébka G9VP wykazuje wczesne

oznaki biomineralizaji.
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Rysunek 58. Mikrofotografie oraz widma EDS powloki ceramiczno-polimerowej GOVP
zawierajacej AgNPs stezeniu 4 ppm po 3-dniowej inkubacji w roztworze SBF (A, B), sztucznej

$linie (C, D) oraz plynie Ringera (E, F).
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Rysunek 59. prezentuje mikrofotografie oraz widma EDS powloki ceramiczno-
polimerowej G10VP zawierajacej AgNPs stezeniu 4 ppm po 3-dniowej inkubacji w roztworze
SBF, sztucznej $linie oraz plynie Ringera. W przypadku prébki inkubowanej w ptynie SBF
rowniez obserwuje sie¢ krysztaly o zrdznicowanej morfologii, cho¢ ich ilo$¢ jest mniejsza
w poréwnaniu z zaobserwowanymi na powierzchni probki G9VP po takim samym czasie.
Réwniez w tym przypadku obserwuje sie wydtuzone krysztaly NaCl, ale rowniez niewielkie
skupiska fosforandw o ksztalcie krystalitow okreslanym w literaturze jako kalafiorowate

(zaznaczono zielona strzatka) typowe dla HAp [335].

TM3000_0093 A D40 x500

TM3000_0094 A D40 x20k  30um
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Rysunek 59. Mikrofotografie oraz widma EDS powtoki ceramiczno-polimerowej G10VP
zawierajacej AgNPs stezeniu 4 ppm po 3-dniowej inkubacji w roztworze SBF (A, B), sztucznej

$linie (C, D) oraz ptynie Ringera (E, F).

-163-



W przypadku obydwu powlok juz po 3 dniach immersji w symulowanym ptynie
ustrojowym na ich powierzchni zaobserwowano drobnokrystaliczne wydzielenia
fosforanowe. Efekt taki przez wielu naukowcéw nazywany jest bioaktywnoscia materiatu, a

metoda oparta na immersji nazywana testem bioaktywnosci materiatu in vitro [336-338].
5.5.3. Pomiary mikrogeometrii powierzchni powlok

Waznym aspektem w ocenie materialéw dedykowanych na implanty jest ich
mikrogeometria. Wynika to zfaktu oddzialywania komorek z powierzchnia materiatu, co
prowadzi do pewnej zaleznos¢ miedzy rozmiarem pojedynczej komorki, a geometrig
materiatu. Wykazano, Ze topografia powierzchni biomaterialu wptywa na szerokie spektrum
odpowiedzi komdrkowych, w tym kontrole adhezji, morfologie komodrek oraz apoptoze
i regulacje gendw. Topografia powierzchni zdaje si¢ odgrywac wazna role w dlugoterminowej
adhezji, podczas gdy jej poczatkowe stadium jest bardziej zalezne od sktadu materiatu [339].
Pory oraz wglebienia w materiatach wptywaja na migracje komorek - komorki chetnie migruja
wzdtuz nich. Zaobserwowano, ze komodrki wydtuzaja sie iorganizuja wzdluz wglebien
inicjujac tworzenie tkanki kostnej. Co ciekawe, wytwarzajac powierzchni¢ o odpowiednich
cechach, mozna réwniez ograniczy¢, badz nawet nawigowac wzrostem komorek. Na przyktad,
ograniczajac wzrost komorek i kierujac go do dtugiej i waskiej Sciezki, stymulowano komorki
$rédbtonka do tworzenia tréjwymiarowej rurki kapilarnej [340]. Na podstawie dostepnych
danych literaturowych mozna stwierdzi¢, ze odpowiednie warunki dla odpowiedzi
komodrkowej osteoblastow wywoluje topografia charakteryzowana s$rednia wielkoscia
parametru Ra wynoszacego okoto 3 um [341].

Na rysunku 60. Przedstawiono wizualizacje cech stereometrycznych oraz parametry Ra
oraz Rz powierzchni ptytki stopu Ti po wytrawieniu, matryc polimerowych G9V oraz G10V
oraz powlok polimerowo-ceramicznych GO9VP i G10VP. Mikrogeometria poszczegolnych
materiatow prébek wykazuje zauwazalne roznice w wartosciach parametrow
chropowatosci Ra iRz. W wyniku wprowadzenia fazy ceramicznej do ukladow

polimerowych, zauwazalny jest wzrost warto$ci parametréw Ra oraz Rz dla obydwu probek.
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- Ra=0.10 um
A g Rz=0.77 pm

Algha=30"  Beta = 30"

B Ra=2.17 um
Rz=15.34 ym

Algha = 30"

" Ra=2.45um
C H
> Rz=17.21 um

wmew weew Ra=3.53 pm
D Rz=20.18 pm
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Rysunek 60. Wizualizacja cech stereometrycznych i parametry Ra oraz Rz powierzchni ptytki
stopu Ti po wytrawieniu (A), matryc polimerowych G9V (B) i G10V (C) oraz powlok
polimerowo-ceramicznych G9VP (D) oraz G10VP (E).
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Najwieksza wartoscia Sredniej arytmetycznej rzednych (Ra) profilu, cechuje si¢ powtoka
polimerowo-ceramiczna o najwigkszej zawartosci PEG (G10VP), z kolei najmniejsza - plytka
stopu Ti. Analogiczna tendencje zauwazono analizujac wyniki pomiaréw srednich wysokosci
profili (Rz). Pomiary mikrogeometrii pozwolitly rowniez na pokazanie zauwazalnych réznic
w wartosciach parametréw Ra oraz Rz pomiedzy polimerowymi matrycami, a powlokami
polimerowo-ceramicznymi. W przypadku tych pierwszych wartosci parametru Ra nie
przekraczaja 2.45 um, a wielkos¢ Rz wynosi maksymalnie 17.21 um. Zkolei powtoki
zawierajace faze ceramiczna cechuja sie¢ o okoto 35% wyzszymi warto$ciami parametréw-
zarowno Ra, jak i Rz. Przedstawione na rysunku 60. wizualizacje mikrogeometrii powierzchni
materialow pozostaja w zgodzie =z mikrofotografiami uzyskanymi z zastosowaniem
obrazowania mikroskopem skaningowym. Wyeksponowane zostaly charakterystyczne cechy
powierzchni poszczegdlnych probek, co szczegdlnie dobrze widaé¢ w przypadku matryc
polimerowych G9V oraz G10V. Analiza mikrogeometrii powlok wykazata, ze dodatek fazy
ceramicznej do polimerowej matrycy nie tylko wptywa na zwigkszenie parametréw Ra oraz
Rz, ale rowniez zmienia strukture powierzchni materiatow, powodujac zanik
charakterystycznych pasm oraz skupisk widocznych na rysunkach 49C oraz 49D. Dodatkowo,
wprowadzenie fazy ceramicznej powoduje powstanie na powierzchni materiatu nieréwnosci,
co moze by¢ skutkiem ekspansji przestrzeni miedzy taricuchami polimerowej osnowy przez

ziarna HAp.
5.5.4. Badania przyczepnosci powlok metoda odrywowa (Pull-Off)

Pomiaru przyczepnosci wytworzonych powlok polimerowo-ceramicznych dokonano
stosujac metode odrywowa zgodnie z PN-EN ISO 4624: 2004. W tej metodzie wykorzystuje sie
przyklejony do powloki stempel pomiarowy, ktdry odrywany jest przy pomocy
hydraulicznego sitownika. Pomiary adhezji powlok wykonuje si¢ w temperaturze 23 + 2°C,
przy wilgotnosci wzglednej powietrza wynoszacej 50 + 5%. Po oderwaniu stempla ocenie
podlega stan powierzchni badanej powloki oraz stempla, celem ustalenia rodzaju powstatego

oderwania. Miarg adhezji powloki do podloza jest najmniejsze naprezenie rozciagajace,
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niezbedne do oderwania najstabszej powierzchni granicznej (adhezja powlok) lub najstabszego
miejsca badanego ukladu powtokowego (kohezja powlok). Wyniki uzyskanych pomiarow
przedstawiono w tabeli 21. jako srednia z trzech pomiaréw. Pomiary wykonano dla powlok
zawierajacych AgNPs o stezeniu 4 ppm naniesionych na podtoze poddane dziataniu roztworu
kwasu HF (1%) oraz podloze nietrawione. Uzyskane wyniki pomiaréw naprezenia
rozciagajacego miescity sie w zakresie od 0.60+ 0.091 MPa do 0.84+ 0.042 MPa. Sita rozciagajaca
wykazywata wigksza warto$¢ w przypadku obydwu powlok naniesionych na podloze
poddane trawieniu. Probki réznigce sie skltadem inaniesione na podloze przygotowane
poprzez wytrawienie wykazywaly niewielkie roznice wartosci uzyskanych naprezen
rozciagajacych w tescie pull-off. Poza wzrostem naprezen wymaganych do zerwania powtoki,
zmienil si¢ réwniez rodzaj oderwania powloki. W przypadku powlok naniesionych na
podloze nietrawione dominuje oderwanie adhezyjne miedzy powloka a podtozem B/Y (60%),
z kolei oderwanie powlok naniesionych na podtoze trawione roztworem kwasu HF nastepuje
z przewazajacym mechanizmem Y/B, czyli oderwaniem adhezyjnym miedzy warstwa kleju a
powloka (60%). Wynika to z faktu, ze powierzchnia wytrawiona jest silniej rozwinieta, co
powoduje, ze powierzchnia kontaktu adhezyjnego powtoki =z podlozem o wyzszej

chropowatosci jest wigksza, a to zapewnia silniejsza adhezje powloki.

Tabela 21. Wyniki pomiaru naprezen rozciagajacych uzyskane w tescie pull-off.

Naprezenie Rodzaj
Pomiar Probka . p 'g oderwania Stan podloza
rozciagajace [MPa] .
powloki
1 GVIP 0.60+ 0.091 60% B/A, Nietrawi
2 GV10P 0.63+ 0.102 40% Y/B ferrawione
3 GVvopP 0.82+ 0.097 40% B/A Trawi
rawione
4 GV10P 0.84+ 0.042 60% Y/B

Y/B- oderwanie adhezyjne miedzy warstwa kleju a powloka

B/A- oderwanie adhezyjne miedzy powloka a podfozem.
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5.5.5. Mikroskopia konfokalna

Badaniom z zastosowaniem mikroskopu konfokalnego poddano komorki mysich
fibroblastow inkubowanych w obecnosci badanych materiatow. Z przeprowadzonych badan
zilustrowanych na rysunku 61. wynika, ze materialy powlokowe w odniesieniu do probki
odniesienia, ktora stanowita wytrawiona ptytka stopu Ti, wplywaty pozytywnie na morfologie
komodrek, powodujac silne wydtuzanie ich wypustek cytoplazmatycznych, tym samym
indukujac zdolno$¢ adhezyjna komorek. Rowniez liczebnosé obserwowanych komorek jest w

tym przypadku wigksza.

Rysunek 61. Obrazy z mikroskopii konfokalnej komorek L929 po 24-godzinnej hodowli

w obecnosci wytrawionej ptytki stopu Ti (A) oraz podioza z powloka GOVP o stezeniu AgNPs
wynoszacych 4 ppm (B) oraz 8 ppm (C) i podloza z powloka GI10VP o stezeniu AgNPs
wynoszacych 4 ppm (D) oraz 8 ppm (E).
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Na rysunku 61B oraz 61C przedstawiono komorki inkubowane w obecnosci materiatu
GIVP istezeniu nanoczastek Ag wynoszacych kolejno 4 ppm oraz 8 ppm. W obydwu
przypadkach obserwowane sa komorki o wydluzonych wypustkach cytoplazmatycznych,
jednak w przypadku materialu zawierajacego wigksze stezenie AgNPs liczebnos¢
obserwowanych komorek jest mniejsza. Analogiczna tendencje zaobserwowano na obrazach
prezentujacych komorki poddane dziataniu ptytki stopu Ti z powtoka G10VP. Cho¢ warto
zauwazyg, ze liczebnos¢ obserwowanych komorek w przypadku tego materiatu jest mniejsza.
Moze to by¢ spowodowane uwarunkowaniami strukturalnymi, takimi jak na przyktad réznica
w wielkosci porow poszczegdlnych materiatow wykazana na mikrofotografiach SEM, czy tez
roznice w parametrach Ra oraz Rz.

Dodatkowo, rozmieszczenie utrwalonych komorek zdaje si¢ wykazywac pewna tendengje.
W obydwu przypadkach komdrki rozmieszczone sa w charakterystyczny sposob, co moze
sugerowac, ze na powierzchni materiatu fibroblasty preferuja pewne okreslone miejsca,
ktorymi przykladowo moga by¢ zaglebienia nieréwnosci obserwowane na rysunku 60.
Niemniej, wszystkie komorki w obecnosci badanych materiatow wykazuja zdolnos¢ do
elongacji, a ich jadra emituja intensywny sygnal fluorescencyjny inie wykazuja zmian
w chromatynie jadrowej. Nie zaobserwowano rowniez kurczenia si¢ oraz wakuolizacji
komorek, czy tez degradagji ich blon komdrkowych na skutek oddziatywania z badanymi

materiatami, ktore swiadczylyby o rozpoczeciu procesu apoptozy komdrkowej.
5.5.6. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa powlok

Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa otrzymanych powtok GOVP naniesionych na ptytke
stopu Ti badano wobec dwdch szczepdw bakteryjnych z rodzaju Staphylococcus: S. aureus
(ATCC 25923) i S. epidermidis (ATCC 12228) stosujac test oparty na enzymatycznej redukgji soli
tetrazolowej MTT. Wyniki zaprezentowano na rysunku 62. Na podstawie uzyskanych
wynikdw mozna stwierdzi¢, ze wytworzone materiaty powlokowe wplywaja na zywotnosc¢
zardwno bakterii gronkowca, jak i szczepu S. epidermidis, a efektywno$¢ ich dziatania zalezy

od zawartosci AgNPs w powloce. W przypadku obydwu szczepéw obserwuje si¢ obnizenie

-169-



ich zywotnosci o okoto 30% podczas inkubacji w obecnosci ptytek z powloka zawierajaca
AgNPs ostezeniu 4 ppm oraz ookolo 50% w przypadku wiekszej zawartosci AgNPs
w powtloce. Nieco silniejsze dziatanie przeciwbakteryjne powlok obserwuje si¢ wobec bakterii
S. epidermidis. Bakteria ta jest drobnoustrojem, ktdry powoduje infekcje szczegolnie u osob
z ostabiong odpornoscia. Wyrdznia sie zdolnoscia do przylegania do powierzchni jedynie
dzieki wytwarzanemu S$luzowi, bez udzialu receptoréw. Ztego wzgledu szczegolnie
predysponowani do zakazenia tym drobnoustrojem sa chorzy po niedawno przebytej operacji
wszczepiania sztucznych zastawek lub implantéw, cewnikowani, zaintubowani oraz
dializowani idlatego tez bakteria czesto powoduje tzw. zakazenia wewnatrzszpitalne.
Leczenie zakazenia tg bakterig najczesciej opiera sie¢ na dozylnym podawaniu wankomycyny
[342]. Warto jednak zaznaczy¢, ze wsrdd bakterii Gram(+) opornos¢ na wankomycyne jest
coraz czestsza, co stanowi powazny problem dla zdrowia publicznego ze wzgledu na fakt, ze
to wlasnie wankomycyna jest preferowanym sposobem leczenia opornych na antybiotyki

organizmdéw Gram(+).
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Rysunek 62. Przezywalnos¢ komorek bakteryjnych S. aureus (A) i S. epidermidis (B) w obecnosci
powlok polimerowo-ceramicznych GI9VP zawierajacych zmienne stezenie AgNPs. Wykres

prezentuje wartosci $rednie + SD (n=6) . Kontrole pozytywna stanowita ptytka Ti.
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Otrzymane materialy powlokowe wykazaly réwniez aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa
wzgledem bakterii S. aureus obnizajac ich przezywalno$¢. Zakazenie bakterig S. aureus bardzo
czesto cechuje dtugi czas utajnienia. Podobnie jak w przypadku S. epidermidis, zwigkszone
ryzyko zakazenia dotyczy chorych po zabiegach chirurgicznych (zakazenie miejsca
operowanego), z wszczepionymi implantami, atakze poddawanych dlugotrwatej
antybiotykoterapii [343]. Otrzymane wyniki pokazuja, Ze zastosowanie powlok zawierajacych
AgNPs moze stanowi¢ narzedzie wspomagajace walke zzakazeniem S. epidermidis oraz
S. aureus. Warto podkresli¢, ze w trakcie trwania 24-godzinnego eksperymentu zawiesina
bakteryjna =zostala zastgpiona $wieza, w celu zasymulowania cig¢zszego zakazenia

bakteryjnego.
5.5.7. Ocena adhezji komorek bakterii

Ostatnim etapem prac badawczych majacym da¢ glebszy wglad w aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa powlok, byla ocena adhezji bakterii do wytworzonych powtok.
Obrazowania struktur bakteryjnych dokonano z zastosowaniem mikroskopu konfokalnego, a
otrzymane wyniki przedstawiono na rysunku 63. Tréojwymiarowe obrazy pokazuja obecnos¢
biofilméw bakteryjnych o zwartej oraz regularnej, homogenicznej strukturze zaréwno
w przypadku plytek stopu Ti, jak ipowloki niezawierajacej AgNPs. Grubos$¢ warstwy
bakteryjnej S. usreus siega 30 um w przypadku ptytki niepowleczonej oraz 18 pm na powtoce

niezawierajacej AgNPs.
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) Powtoka G9VP, Powtoka GOVP,
Plytka stopu Ti Powtoka GOVP AgNPS 4 ppm AgNPS 8 ppm

S. aureus

S. epidermidis

Rysunek 63. Analiza struktur bakteryjnych utworzonych na plytce ze stopu Ti oraz powlokach

zawierajacych nanoczastki Ag.

Wywnioskowa¢ wigc mozna, ze zastosowanie powloki opartej na ukladzie zawierajacym
roztwdr PEG o stezeniu 30% ogranicza wzrost biofilmu bakteryjnego. Dodatek nanoczastek
powoduje dalsze zmniejszanie grubosci warstwy bakteryjnej na materiale do wartosci 12 pum.
Wyraznie widoczne sa réwniez braki ciaglosci struktury biofilmu uformowanego podczas
inkubacji bakterii z powlokami zawierajacymi AgNPs, a w niektorych przypadkach wreczjego
miejscowy brak.

Przedstawione wyniki, cho¢ nie wskazuja na stuprocentowq skutecznos$¢ antybakteryjna
otrzymanych materiatéw, to sa bardzo obiecujace z punktu widzenia ograniczania rozwoju
niebezpiecznego biofilmu bakteryjnego na implantach medycznych. W organizmach zywych
biofilmy definiuje sie¢ jako =zlozone zbiorowiska bakterii rezydujacych w matrycy
egzopolisacharydowej, ktora przylega do powierzchni. W szpitalach sa one zazwyczaj
przyczyna przewlektych i zwiazanych z procedurami chirurgicznymi infekcji. Ze wzgledu na
opornos¢ bakterii tworzacych biofilm na antybiotyki stosowanie ich jako jedynego kierunku
w terapii moze skutkowac jej niepowodzeniem. Zaréwno bakterie Gram-dodatnie, jak i Gram-
ujemne mogga tworzy¢ biofilmy na wyrobach medycznych, ale najczesciej wystepujacymi sa
bakterie Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus

viridans, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis i Pseudomonas aeruginosa. Szacuje
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si¢, ze wsrod nich to wilasnie S. aureus iS. epidermidis powoduja okolo 40-50% infekcji
sztucznych zastawek serca, 50-70% infekcji cewnikow oraz 87% infekcji krwi. Roéwniez dwie
trzecie zakazen zwigzanych z implantami sa spowodowane przez gatunki gronkowcéw, przy
czym wiekszos¢ jest wywolywana przez S. aureus igronkowce koagulazoujemne [344].
Otrzymane wyniki pokazuja, ze dodatek AgNPs do powtok wptywa na dezintegracje biofilmu
bakteryjnego oraz obniza Zzywotnos¢ bakterii S. sureus i S. epidermidis, co w kontekscie
przytoczonych danych moze stanowi¢ wazny krok w walce z zakazeniami powstajacymi

w procesach wszczepiania implantow.
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V.PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Na podstawie wynikéow badan uzyskanych w niniejszej pracy odnoszacych sie do

otrzymywania oraz charakterystyki powlok polimerowo-ceramicznych na stopie Ti-6Al-4V

zawierajacych nanoczastki srebra jako potencjalnych materiatéw powlokowych o dziataniu

przeciwdrobnoustrojowym mozna sformutowac nastepujace wnioski:

1.

Efektem realizacji I oraz II etapu prac badawczych byto uzyskanie ekstraktow oraz
naparéw roslinnych oraz ich ocena jako potencjalnych nietoksycznych reduktorow
oraz stabilizatorow w procesie otrzymywania stabilnych nanoczastek srebra zgodnie

z zasadami zielonej chemii. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze:

I) zdolno$¢ antyoksydacyjna oraz zawartos¢ zwiazkow polifenolowych jest
zalezna zaro6wno od metody ekstrakgji, jak i rodzaju roslinnego surowca,

IT) postawiono rowniez postulat, ze wysoki potencjat przeciwutleniajacy ekstraktu
badz naparu nie jest gwarantem jego zdolnosci do stabilizacji nanostruktur,

III) proces pozyskiwania ekstraktu powinien by¢ dobierany indywidualnie,
rozwazajac zawartos¢ antyoksydantdw, zwigzkow wrazliwych na dziatanie
wyzszych temperatur oraz potencjalnych zwigzkow  stabilizujacych
w wytypowanym surowcu roslinnym,

IV) otrzymane napary oraz ekstrakty roslinne moga wykazywac zalezna od
stezenia cytotoksyczno$¢ wzgledem komdrek mysich fibroblastow, nie
wywoluja natomiast aktywacji monocytéw ludzkich,

V) stosujac wodny napar oraz ekstrakt zkarczocha iczystka w procesie
otrzymywania nanoczastek Ag mozliwe jest uzyskanie stabilnych nanoczastek
srebra,

VI) otrzymane nanoczastki charakteryzuja sie stopniem krystalicznosci w zakresie
od 11% do 15%, struktura komorki elementarnej typu fcc oraz ksztattem

zblizonym do sferycznego,
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VII) nanoczastki srebra uzyskane z zastosowaniem ekstraktéw oraz naparow
roslinnych wykazuja dziatanie antybakteryjne wzgledem bakterii S. aureus oraz
S. epidermidis,

VIII) nanoczastki o mniejszych srednicach wykazuja silniejsze dziatanie

przeciwdrobnoustrojowe przy zastosowaniu nizszych stezen.

W ramach trzeciego etapu prac badawczych opracowano sposob otrzymywania
hydroksyapatytu o zréznicowanej morfologii stosujac zmienne warunki prowadzenia
reakcji, jak rowniez rézne metody suszenia produktu. Efektem III etapu prac
badawczych byto:
I) otrzymanie nanometrycznego HAp o zrdznicowanej strukturze w tym
nanopretow o dtugosci 156 nm + 43 nm,
IT) wykazanie, Ze stopien krystalicznosci HAp zalezny jest zarowno od
temperatury syntezy, techniki suszenia jak i sktadu srodowiska reakcyjnego,
III) udowodnienie, ze zaréwno dodatek polimerowego stabilizatora (PVP), jak
i etanoloaminy do medium reakcyjnego wplywa na obnizenie wydajnosci
reakgji syntezy HAp,
IV) wykazanie, ze technika suszenia HAp ma wplyw na jego powierzchnie
wlasciwa i mozliwa jest jej adjustacja w szerokim zakresie - od 37 m?/g do
110.80 m?/g.
W efekcie realizacji IV etapu prac badawczych opracowano matryce polimerowe
cechujace si¢ zréznicowana kinetyka pecznienia. Przeprowadzone badania pozwolity
wykazac, ze:
I) wraz ze wzrostem zawarto$ci czynnika sieciujacego w materiale maleje
zdolnosc¢ sorpcyjna usieciowanej matrycy,
II) ilo$¢ uzytego fotoinicjatora nie wptywa znaczaco na zdolno$¢ sorpcyjna

otrzymanych materiatow,
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III) wzrost zawartosci liniowego polimeru PEG w usieciowanej trojwymiarowej
strukturze PEGDA powoduje obnizenie zdolnosci sorpcyjnej materiatu
i wplywa na morfologie materiatu,

IV) na szybkos¢ sedymentacji czastek HAp w roztworze polimeréw wplyw ma
struktura HAp. Nanometryczny HAp o strukturze nanopretow tworzy stabilna
dyspersje, w ktdrej czastki opadaja z szybkoscia 0.33+0.07 mm/min.

4. Na podstawie wynikoéw badan uzyskanych w V etapie prac, ktéry obejmowat
otrzymanie oraz charakterystyke materialéw powlokowych zawierajacych AgNPs
usieciowanych na drodze fotopolimeryzacji, mozna wnioskowag, ze:

I) wytworzone powloki polimerowo-ceramiczne cechujg sie¢ réwnomiernym
rozmieszczeniem fazy ceramicznej i AgNPs oraz obecnoscia poréw na
powierzchni,

IT) otrzymane powloki po 3 dniach inkubacji w roztworze SBF wykazuja oznaki
biomineralizacji - na ich powierzchni krystalizuja fosforany wapniowe,

IIT) wprowadzenie do polimerowej matrycy fazy ceramicznej skutkuje wzrostem
parametréw Ra oraz Rz,

IV) wytrawienie powierzchni stopu Ti roztworem kwasu HF o stezeniu 1%
powoduje rozwinigcie powierzchni materiatu, skutkujace wigekszym
naprezeniem rozciagajacym niezbednym do oderwania powlok w tescie pull-
off,

V) komorki mysich fibroblastow inkubowane z materiatami powlokowymi
zawierajacymi nanoczastki Ag cechowaly si¢ poprawna morfologia oraz
wykazywaly tendencje do elongacji wypustek cytoplazmatycznych, tym
samym indukujac zdolnos¢ adhezyjng komorek,

VI) wytworzone materialy powlokowe wplywaja na obnizenie Zywotnos$ci
zarowno bakterii gronkowca, jak iszczepu S. epidermidis, a efektywnosc¢ ich

dziatania jest zalezna od stezenia AgNDPs,
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VII) Zastosowanie powloki opartej na ukladzie zawierajacym roztwor PEG
o stezeniu 30% ogranicza wzrost biofilmu bakteryjnego. Dodatek nanoczastek
Ag powoduje dalsze zmniejszanie grubosci biofilmu bakteryjnego na materiale
do wartosci 12 um.

VIII) Materialy powlokowe zawierajace nanoczastki Ag wplywaja na obnizenie

integralnosci biofilmu bakteryjnego w warunkach in vitro.
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VI. STRESZCZENIE

W pracy postawiono hipoteze, ze modyfikacja powierzchni stopu tytanu Ti-6Al-4V przez
naniesienie powlok polimerowo-ceramicznych zawierajacych nanoczastki srebra nada
powierzchni metalu lepszych wlasciwosci biologicznych oraz dodatkowej funkcjonalnosci
w postaci aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;j.

Celem naukowym pracy bylo dokonanie charakterystyki fizykochemicznej materiatu
podioza znaniesionag powloka oraz ocena jej aktywnosci przeciwbakteryjnej. Celem
uzytkowym bylo opracowanie skiadu oraz metody otrzymywania powloki polimerowo-
ceramicznej o pozadanych wlasciwosciach.

Obiektem badan byly powloki polimerowo-ceramiczne zawierajace nanostrukturalny
hydroksyapatyt oraz nanoczastki srebra wytworzone metodami wpisujacymi si¢ w nurt tzw.
zielonej chemii. Metodyka badani obejmowata charakterystyke zdolnosci antyoksydacyjnej
naparéw oraz ekstraktow wykorzystanych do otrzymywania nanoczastek, charakterystyke
morfologii oraz  cytotoksycznosci  wytworzonych  nanoczastek, charakterystyke
fizykochemiczng hydroksyapatytu otrzymanego na drodze mokrej syntezy, ocene zdolnosci
sorpcyjnych materialéw polimerowych zastosowanych w pozniejszym etapie prac jako
osnowa powlok, charakterystyke morfologii otrzymanych powlok oraz ocene ich wtasciwosci
biologicznych z uwzglednieniem biozgodnosci oraz aktywnosci przeciwbakteryjnej.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze otrzymane powloki polimerowo-
ceramiczne zawierajagce nanoczastki Ag nie wywoluja cytotoksycznosci oraz wykazuja
dzialanie antybakteryjne wzgledem bakterii S. aureus oraz S. epidermidis. Co wiecej,
obrazowanie konfokalne pozwolito rowniez wykazad, ze otrzymane materialty wplywaja na

dezintegracje struktury biofilmu bakteryjnego.
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Abstract

It was assumed that modification of Ti-6Al-4V alloy surface by applying polymer-ceramic
coatings containing silver nanoparticles would enhance the biological properties of the metal
surface and provide additional functionality in the form of antimicrobial activity.

The scientific objective of the study was to perform a physicochemical characterization of
the substrate material with the applied coating and evaluate its antibacterial activity. The
practical objective was to develop the composition and method for obtaining a polymer-
ceramic coating with desired properties.

The research focused on polymer-ceramic coatings containing nanostructured
hydroxyapatite and silver nanoparticles synthesized using methods aligned with the principles
of green chemistry. The research methodology included the characterization of the antioxidant
capacity of infusions and extracts used for nanoparticle preparation, morphological and
cytotoxicity characterization of the produced nanoparticles, physicochemical characterization
of hydroxyapatite obtained through wet precipitation method, evaluation of the sorption
capabilities of the polymer materials used as the coating matrix, morphological
characterization of the obtained composite coatings, and assessment of their biological
properties, including biocompatibility and antibacterial activity.

Based on the obtained results, it was found that the produced polymer-ceramic coatings
containing nanoparticles did not induce cytotoxicity and exhibited antibacterial activity against
S. aureus and S. epidermidis bacteria. Furthermore, confocal imaging demonstrated that the

obtained materials disturbed the homogeneity of the structure of bacterial biofilms.
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