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Biomateriaty implantacyjne dotowane srebrem
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Czes¢ 2 — Materiaty kalcytowe
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Niniejszy artykut jest kontynuacjg opisu badan biomateriatow dotowanych sre-
brem, ktéry zostat zamieszczony w poprzednim (22) numerze ,Prac Instytut
Ceramiki i Materiatbw Budowlanych”. Gtéwnym celem prac badawczych byto
opracowanie wstepnych zatozen otrzymywania wszczepialnych materiatow
kalcytowych wykazujgcych dziatanie przeciwbakteryjne. Do przygotowania
materiatdw kalcytowych wykorzystano tworzywo ceramiczne na bazie we-
glanu wapnia, a jako zrédta nanosrebra uzyto dwdch rodzajow bioszkiet ze
srebrem, opracowanych w Instytucie Ceramiki i Materiatéw Budowlanych. Do
badan przygotowano 8 prébek tworzyw kalcytowych zawierajacych rézne ilo-
Sci bioszkiet. Oznaczono ich gesto$¢ pozorng, porowatos¢ catkowitg i wytrzy-
mato$¢ na sciskanie. Wykonano badania mikrostruktury przy uzyciu skaningo-
wego mikroskopu elektronowego oraz badania dziatania przeciwbakteryjnego
z wykorzystaniem bakterii Pseudomonas aeruginosa oraz Staphylococcus au-
reus. Przeprowadzone badania pokazaty, ze zaréwno ilos¢, jak i rodzaj doda-
wanego bioszkta majg wptyw na wiasciwosci fizyczne materiatdéw. Obserwacje
mikrostruktury materiatbw zawierajgcych bioszkta wykazaty, ze ziarna biosz-
kiet w temperaturze spiekania materiatu kalcytowego (510°C) nie taczg sie
z ziarnami kalcytowymi. Zjawisko to moze byc¢ jedng z przyczyn obnizania wy-
trzymatosci na Sciskanie ze wzrostem zawartosci bioszkta w materiale. Wyniki
badania bakteriobdjczosci wskazaty na zdecydowane obnizenie ilosci bakterii
dla obu materiatow kalcytowych w stosunku do hodowli kontrolnej w kazdym
okresie inkubacji. Przeprowadzone badania wykazaty, ze zastosowana meto-
da dotowania materiatéw kalcytowych srebrem pozwala na otrzymanie mate-
riatdw wykazujgcych dziatanie przeciwbakteryjne.
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1. Wprowadzenie

Niniejszy artykul jest kontynuacja opisu prac badawczych biomaterialéw im-
plantacyjnych dotowanych srebrem, ktéry zostal zamieszczony w poprzednim
(22) numerze ,,Prac Instytutu Ceramiki i Materialow Budowlanych” [1]. Jak
to zostalo szerzej opisane w czeSci pierwszej artykulu, zakazenia koSci caly
czas sa powaznym problemem rozlegtych zabiegow chirurgicznych, zwlaszcza
ortopedycznych. Jednym ze stosowanych obecnie sposobow leczenia jest bezpo-
Srednie wprowadzanie w miejsce powstalego zakazenia materiatow, ktore maja
zdolno$¢ wydzielania SrodkOw przeciwbakteryjnych. Chodzi o osiagnigcie wy-
sokiego miejscowego stezenia np. antybiotykOw w kosci w dlugim czasie, aby
uzyska¢ wysoka skuteczno$¢ terapeutyczna lub profilaktyczna.

Wiele oSrodkow inzynierii biomaterialdow pracuje nad opracowaniem nowych
noSnikdw Srodkow bakteriobdjczych do leczenia miejscowych stanOw zapalnych
koSci. Jednym z takich materialow jest siarczan wapnia (gips) - szybko resorbo-
walny, niedrogi material, ktory z powodzeniem jest stosowany jako material do
wypelniania ubytkéw koSci juz od wielu lat [2-3]. Inna grupa badanych materia-
low do zastosowania jako no$niki lekow sa resorbowalne fosforany wapnia (np.
hydroksyapatyt, fosforan tréjwapniowy TCP) zar6wno w postaci porowatych wsz-
czepow, jak i cementu [4-7]. Badania prowadzono réwniez z ceramicznymi ma-
terialami bioaktywnymi, takimi jak: szkla bioaktywne czy biotworzywa szklano-
ceramiczne [8-9]. W ostatnich latach duzego znaczenia nabraty no$niki z biopoli-
merow organicznych, ktore oparte sa gldwnie na kwasie mlekowym 1 glikolowym
[10-11], a takze na polikaprolaktonie [12] czy kopolimerach hydroksymaslanu
1 hydroksywalerianu [13-14] oraz na materiatach kolagenowych [15].

W Instytucie Ceramiki i Materiatow Budowlanych juz od kilkunastu lat pro-
wadzone sa prace badawcze nad biomaterialami o dziataniu bakteriobojczym.
Ich celem jest wytworzenie nowych implantéw, taczacych biozgodnos$¢, dobre
wilaSciwosci mechaniczne 1 wysoka skuteczno$¢ przeciwbakteryjna. W poczat-
kowym okresie prowadzone byly wylacznie badania w kierunku otrzymania
ceramicznych no$nikéw antybiotykéw opartych na porowatych implantach ko-
rundowych i cemencie apatytowym [16-18]. W ciagu ostatnich kilku lat rozsze-
rzono te prace o badania nad otrzymywaniem bakteriobdjczych bioszkiel do-
mieszkowanych srebrem, wytwarzanych metoda zol-zel [19-22].

Jedynym, jak dotad, materialem opartym na weglanie wapnia, stosowanym ko-
mercyjnie do wypelniania ubytkOw tkanki kostnej byly aragonitowe szkielety
koralowcow madreporowych, ktore po odpowiedniej preparacji nabywaly cech
biozgodnego, resorbowalnego materialu wszczepialnego [23-24]. Zainspirowani
wystepujacymi w przyrodzie formami weglanu wapnia niektorzy badacze pro-
bowali uzyskaC syntetyczne materialy kalcytowe gidwnie do zastosowan tech-
nicznych [25-27]. Podobne prace prowadzone byly w Instytucie Ceramiki
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i Materialéw Budowlanych, lecz ich celem bylo opracowanie syntetycznego bio-
materialu opartego na weglanie wapnia do zastosowan medycznych. W wyniku
prowadzonych badan otrzymano materialy aragonitowe i kalcytowe, ktore spel-
niaja wymagania biomaterialow wszczepialnych [28-31].

Glownym celem prac badawczych, ktérych wyniki podsumowuje niniejsza cz¢$¢
artykutu, bylo opracowanie wstepnych zalozen otrzymywania wszczepialnych
materialow kalcytowych wykazujacych dziatanie przeciwbakteryjne. Istota za-
dania bylo dobranie sposobu dotowania materialow kalcytowych metalicznym
nanosrebrem oraz przeprowadzenie badan ich skutecznosci bakteriobdjcze;.

2. Materiaty i metody

Do przygotowania materialow kalcytowych uzyto tworzywa ceramicznego na
bazie weglanu wapnia (kalcytu) dotowanego 1% wag. fluorku litu (LiF) [32].
Jako zrddta czastek nanosrebra w materiatach kalcytowych uzyto dwoch rodza-
JOw bioszkiel opracowanych w Instytucie Ceramiki 1 Materiatow Budowlanych
(tab. 1). Sposéb ich przygotowania zostal szczegélowo opisany w [19, 33].

Tabela l
Sktady bioszkiel ze srebrem
) Udziat tlenku w % wag.
Symbol bioszkta -
SiO, Al O, CaO AgO
Z8 89 7,5 - 3,5
PO-Ag 70 - 29 1

Z r 6 d I o: Opracowanie wilasne.

Probki badawcze przygotowano przez zmieszanie ,,na mokro” tworzywa kalcy-
towego z odpowiednimi iloSciami bioszkiet ze srebrem w mlynku obrotowo-wi-
bracyjnym (tab. 2), wysuszeniu, zgranulowaniu i wyprasowaniu na prasie 0sio-
wej probek walcowych o Srednicy 1 wysokosci ok. 8 mm, a nastgpnie wypaleniu
w piecu elektrycznym w temperaturze 510°C. Do badan dzialania przeciwbakte-
ryjnego przygotowano dwa rodzaje probek kalcytowych (K-PO Ag-6 1 K-7Z8-6)
o Srednicy 8 mm i wysokosci 4 mm.

Tabela 2
Sktady materiatow kalcytowych zawierajgcych bioszkta

Symbol probki Symbol bioszkla Zawarto$¢ bioszkla [ %]
K-PO Ag-1 PO-Ag 1
K-PO Ag-3 P0O-Ag 3
K-PO Ag-6 P0O-Ag 6
K-PO Ag-10 PO-Ag 10
K-78-1 Z-8 1
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cd. tab. 2
Symbol probki Symbol bioszkla ZawartoS$¢ bioszkla [ %]
K-78-3 Z-8 3
K-7Z8-6 Z-8 6
K-Z8-10 Z-8 10

Z 1t 6 d 1 o: Opracowanie wilasne.

GestoS€ pozorna materialdow oznaczano metoda geometryczna polegajaca na
zmierzeniu 1 obliczeniu objetoSci probki oraz na dokladnym jej zwazeniu.
Porowato$¢ catkowita materiatow kalcytowych obliczono na podstawie znajo-
mosci gestoSci pozornej 1 gestosci teoretycznej kalcytu.

Parametry wytrzymatoSciowe okreSlono z wykorzystaniem maszyny wytrzy-
mato$ciowej, o maksymalnym obciazeniu 10 kN 1 szybkoSci posuwu glowicy
0,7 mm/min. WartoSci wytrzymatosSci na Sciskanie obliczane byly przez pro-
gram do rejestracji wynikow, na podstawie wprowadzonych wymiar6w probek
1 zmierzonego obciazenia maksymalnego; jako wynik przyjeto Srednia wartoS¢
dla 6 probek badawczych.

Badania mikrostruktury przelamow probek materiatow wykonano przy uzy-
ciu skaningowego mikroskopu elektronowego z emisja polowa. Przed bada-
niem probki pokryto warstwa zlota (25 nm, metoda rozpylania jonowego).
Obrazowanie elektronami wtérnymi SE wykonano w warunkach wysokiej proz-
ni z zastosowaniem detektora ETD.

Do identyfikacji ziaren szkla w materiale wykorzystano analiz¢ EDS rozkladu
pierwiastkow (Ca 1 Si) na powierzchni probek mikroskopowych, tzw. mapowa-
nie.

Badania dzialania przeciwbakteryjnego wykonano w Zaktadzie Immunologii
Chorob Zakaznych Instytutu Immunologii i Terapii DoSwiadczalnej PAN we
Wroctawiu. Badania przeprowadzono z wykorzystaniem bakterii: Pseudomonas
aeruginosa oraz Staphylococcus aureus. Szczegdlowy opis metody badania za-
mieszczono w pracy [1].

3. Oméwienie wynikéw badan

Do badan przygotowano mikroporowaty materiat kalcytowy o porowatosci cat-
kowitej ok. 17%, co wydaje si¢ wartoScia wysoka jak na materiat ceramiczny.
W tym wypadku wazna byla jednak powierzchnia oddziatywania nanoczastek
srebra, a ta w przypadku materialu o wyzszej porowatosci jest znacznie wigksza.
Spodziewano si¢ roOwniez, ze dodatek proszku szkla podniesie jeszcze porowa-
to§¢ materialu. Przeprowadzone badania potwierdzily t¢ hipoteze, a takze to,
Ze wraz ze wzrostem zawartoSci szkla w materiale kalcytowym maleje gesto$¢
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pozorna i wytrzymato$¢ na Sciskanie, a roSnie porowato$¢ calkowita (ryc. 1-3).
Analiza wynikéw wskazuje tez, ze wigkszy wplyw na wlaSciwosci fizyczne ma-
teriatow ma dodatek szkla o symbolu PO Ag niz szkta Z8. Szczegblnie wyraznie
jest to widoczne w przypadku wytrzymatoSci materialow zawierajacych 10%
bioszkla (ryc. 3). Warto$¢ wytrzymatoSci materiatu K-Z8-10, zawierajacego
szkto Z8 jest blisko dwukrotnie wyzsza od materialu K-PO Ag-10, zawierajace-
go szkto PO Ag.

2,1 =

2,0 -

19 -

18 7 [ K-PO Ag

1,7 -

M K-Z8

gestos¢ pozorna [g/cm?]

1,6 -

1,5

zawartos¢ szkta [%]

Z r 6 d I o: Opracowanie wilasne.

Ryc. 1. Wyniki badania gestoSci pozornej materialow kalcytowych
i materialow kalcytowych zawierajacych bioszkla ze srebrem
(wartoSci Srednie z odchyleniem standardowym)

35
30

25 -

20 -

15 i K-PO Ag

W K-z8

porowatos¢ catkowita [%)

zawartos¢ szkta [%]

Z 1 6 d 1 o: Opracowanie wiasne.

Ryc. 2. Wyniki badania porowatosci catkowitej materialow kalcytowych
i materiatow kalcytowych zawierajacych bioszkta ze srebrem
(wartos$ci Srednie z odchyleniem standardowym)
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 HEKPOAg
W K-z8
1 3 6 10

zawartosé szkta [%]

50 -+

40 -+

30 L

20

10+

wytrzymatos¢ na sciskanie [MPa]

Z r 6 d 1o: Opracowanie wiasne.

Ryc. 3. Wyniki badania wytrzymatoSci na Sciskanie materialéw kalcytowych i materialow
kalcytowych zawierajacych bioszkla ze srebrem (wartoSci Srednie z odchyleniem standardowym)

Obserwacje mikrostruktury prowadzono gtownie pod katem oceny stopnia in-
tegracji ziaren bioszkiel z matryca kalcytowa. Ziarna bioszkiel w materiatach
rozpoznawano w dwojaki sposdb: porOwnujac mikrostrukture materiatu z mor-
fologia ziaren proszku bioszkiel (ryc. 4) oraz na podstawie analizy EDS roz-
ktadu pierwiastkOw na powierzchni probek mikroskopowych (rozklad Ca i Si).
Analizujac obrazy morfologii ziaren bioszkiet, np. PO Ag (ryc. 4), mozna wy-
rozni¢ w proszku ziarna roznej wielkosci, od duzych (50-100 pm) do bardzo
drobnych ziaren kilkumikronowych. Pokr6j wszystkich ziaren jest ostrokrawe-
dzisty. Cecha charakterystyczna wielu ziaren jest porowata warstwa powierzch-
niowa, wyraznie widoczna na rycinie 4 b.

Z 16 dto: Opracowanie wlasne.
Ryc. 4. Obraz morfologii proszku bioszkla PO Ag (SEM, 1000 x)
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Obraz mikrostruktury materiatu kalcytowego bez dodatku bioszkiel przedstawia
materiatl o obtych, niecalkowicie spieczonych ziarnach r6znej wielkoSci tworza-
cych strukture porowata (ryc. 5 a). W centralnej czesci obrazu na rycinie 5 b
zidentyfikowano ostrokrawedziste ziarno bioszkta z charakterystyczna warstwa
powierzchniowa, ktére wydaje si¢ byC stabo zintegrowane z ziarnami kalcytu.
Szczegbdtowe obserwacje innych materialéw zawierajacych bioszkla potwierdzi-
ly, ze ziarna bioszkietl w temperaturze spiekania materialu kalcytowego (510°C)
nie lacza sie z ziarnami kalcytowymi. To zjawisko moze byC jedna z przyczyn
obnizania wytrzymatoSci na Sciskanie ze wzrostem zawartoSci bioszklta w mate-
riale (ryc. 3).

Chociaz mikrostrukture materiatu przeSledzono jedynie na przykladzie bioszkla
PO Ag, to podobne zjawisko zaobserwowano rOwniez dla bioszkla Z8.

a)

Z 1t 6 d 1 o: Opracowanie wilasne.

Ryc. 5. Przyktadowe obrazy mikrostruktury materiatow kalcytowych:
a) material bez dodatku bioszkta, b) materiat z dodatkiem 1% bioszkla PO Ag
(SEM, przetam, 3000 x)

Wyniki badania bakteriobdjczoSci wykazaly zdecydowane obnizenie iloSci bak-
terii dla obu mikroorganizméw i1 obu materialéw kalcytowych w stosunku do
hodowli kontrolnej w kazdym okresie inkubacji (ryc. 6-7). Jednakze skutecz-
no$¢ hamowania rozwoju bakterii zalezy zarowno od rodzaju mikroorganizmu,
jak i rodzaju zastosowanego bioszkla. Nieznacznie lepsze dzialanie wykazuje
material dotowany bioszklem PO Ag w stosunku do dotowanego bioszklem Z8,
co nie moze by¢ zwiazane z zawartoScia srebra w bioszkle, gdyz to szklo Z8 za-
wiera 3,5 razy wigcej srebra niz szklo PO Ag (tab. 1). WyjasSnienie tego zjawiska
wymagac bedzie dodatkowych, bardziej szczegdétowych badan.
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Z 1t 6 d 1 o: Opracowanie wilasne.

Ryc. 6. Wyniki badania dziatania przeciwbakteryjnego na pateczki Gram-ujemne
Pseudomonas aeruginosa materialéw kalcytowych zawierajacych bioszkla ze srebrem
(doSwiadczenie reprezentatywne)
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Z r 6 d I o: Opracowanie wilasne.

Ryc. 7. Wyniki badania dziatania przeciwbakteryjnego na gronkowca
Staphylococcus aureus materialow kalcytowych zawierajacych bioszkta
ze srebrem (doSwiadczenie reprezentatywne)

4. Podsumowanie

Poniewaz prowadzone badania mialy charakter wstepny, prezentowane wnioski
sa ogllne i musza zosta¢ zweryfikowane w toku dalszych, szczegétowych ana-
liz. Wyniki powyzszych badan wykazaly, ze zastosowana metoda dotowania ma-
terialdéw kalcytowych srebrem pozwala na otrzymanie materialdéw wykazujacych
dzialanie przeciwbakteryjne w stosunku do pateczki Gram-ujemnej Pseudomonas
aeruginosa oraz gronkowca Staphylococcus aureus. Wymaga jednak udoskona-



36 Z. JAEGERMANN, S. MICHALOWSKI, L. CIOLEK, Z. WISNIEWSKI

lenia i optymalizacji, szczegdlnie w zakresie przygotowania proszkow szkiel ze
srebrem 1 wilasciwosci fizycznych materiatow, a takze wyjaSnienia skuteczno-
Sci dziatania bakteriobdjczego. Waga problemu zacheca do dalszych wysitkow
badawczych i poszukiwania skutecznych rozwiazan materialowych pomocnych
w leczenia stanéw zapalnych kosci”.
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SILVER CONTAINING BIOMATERIALS — PRELIMINARY STUDIES
PART 2 — CALCITE IMPLANTS

Keywords: biomaterials, calcite implants, antimicrobial activity, nanosilver.

The article is the continuation of description of research on silver containing
biomaterials, published in the previous issue of ,Prace ICiMB”. The main ob-
jective of the research was to develop initial assumptions on the production
of calcite implants showing antibacterial activity.

Ceramic material based on calcium carbonate, as well as two types of si-
Iver containing bioglasses developed in ICIMB were used in the preparation
of calcite materials. Eight test calcite samples containing different amounts
of bioglasses were prepared. Apparent density, total porosity and compres-
sive strength were determined. Analysis of materials microstructure using
scanning electron microscopy and study of antimicrobial activity using
Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus bacteria were per-
formed.

The studies showed that both the content and type of bioglass affect the phy-
sical properties of the materials. Microscopic observations showed that gra-
ins of bioglass do not sinter in the temperature of 510°C, that corresponds to
the sintering temperature of calcite material. This phenomenon can be one
of the reasons that compressive strength decreases with the increase of the
content of bioglass in the material.

Analysis of bactericidal effect showed a significant reduction of the bacteria
count for both calcite materials in comparison to the control culture, at all pe-
riods of incubation. The results of the study have shown that the method of
silver doping of calcite materials allows to obtain implants with antibacterial
activity.



