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Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki badan adsorpcji
mucyny zwierzecej na powierzchni wybranych bio-
materiatow. Przebadano po dwie probki kazdego z
materiatow, ktérych powierzchnie roznity sie chropo-
wato$cig. Badania przeprowadzono za pomocg mikro-
spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera
(FT-IRM). Wyniki badan wskazujg na adsorpcje mucy-
ny do wszystkich testowanych materiatow. Zaobser-
wowano wptyw rodzaju biomateriatu na intensywnosc
adsorpcji testowanej proteiny do jego powierzchni.

Stowa kluczowe: mucyna, mikrospektroskopia w
podczerwieni FT-IRM, adsorpcja, $lina, biomateriaty

[Inzynieria Biomateriatéw, 106-108, (2011), 85-88]

Wprowadzenie

Na powierzchni biomateriatow kontaktujacych sie ze sro-
dowiskiem ptynéw ustrojowych cztowieka tworzy sie cienka
warstewka, zwana biofilmem [1]. Sktada sie ona ze zwigz-
kéw organicznych, nieorganicznych i catego szeregu szcze-
pow bakteryjnych zasiedlajacych warstewki proteinowe [2].
W zaleznosci od typu ptynu, mamy do czynienia z roznymi
proteinami. W skfad sliny ludzkiej wchodzg glikoproteiny
(mucyny MG1 i MG2), odpowiedzialne gtéwnie za jej wias-
ciwosci lepkosciowe [3].

Dostepne na rynku preparaty sztucznej $liny [4] réwniez
zawierajg mucyny (roslinne i zwierzece). Brakuje jednak
doniesien literaturowych ma temat intensywnosci adsorpcji
mucyn do powierzchni réznego rodzaju biomateriatow. Stad
w niniejszej pracy podjeto sie tego zagadnienia. Do badan za-
stosowano metode spektroskopii oscylacyjnej [5]. Mikrospek-
troskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FT-IRM)
pozwala na badanie bardzo matych, czesto niejednorodnych
obiektow (tkanek biologicznych, komérek, a takze chemicz-
nych i mikrobiologicznych pokry¢ biomateriatéw) dostarczajac
informacji na temat ich sktadu chemicznego [6,7]. Technika
FT-IRM moze by¢ uzyta w trybie transmisyjnym lub odbicio-
wym (tryb odbiciowy to najczesciej odbicie zwierciadlane lub
technika ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni
ATR) [6]. Technika ATR okazata sie bardzo skuteczna w
analizie skfadu i struktury chemicznej réznego rodzaju cien-
kich warstw, w szczegdlnosci biofilméw. W dostepnym pis-
miennictwie mozna znalez¢ prace dotyczace wykorzystania
ATR do monitorowania tworzenia sie biofilmu oraz $ledzenia
chemicznych zmian w nim zachodzacych [8]. Technika odbicia
zwierciadlanego jest takze odpowiednia do badania cienkich
warstw i filmoéw, szczegdlnie tworzacych sie na powierzchniach
nieprzezroczystych dla promieniowania podczerwonego.
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Abstract

This work presents results of research of animal
mucin adsorption on the surface of selected bioma-
terials. Two samples of each material with different
surface roughness were investigated. The tests were
performed using Fourier-transform infrared microspec-
troscopy (FT-IRM). The results indicate that mucin
adsorb to all tested materials surface. The influence
of biomaterial type on protein adsorption intensity to
material surface was observed.
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Introduction

At biomaterial’s surface that directly contact with human
body fluid, the thin layer — called biofilm is formed [1]. This
layer is composed of organic and inorganic compounds
and bacterial strains, which incorporate in protein layers
[2]. In relation to fluid type, there occur different proteins.
In human saliva there are present glycoproteins (mucins:
MG1 and MG2), which are responsible for its viscosity
properties [3].

Commercial synthetic saliva substitutes [4] also contain
mucins (plant and animal). There is a deficiency of literature
data concerned with intensity of mucin adsorption to differ-
ent biomaterials surfaces. Thus, in this work the problem is
considered. The vibrational spectroscopy has been used [5].
Fourier-transform infrared microspectroscopy (FT-IRM)
allows to examine very small compartments and provides
information on the molecular components in discrete, het-
erogeneous regions of analysed materials (i.e. biological
tissues, cells, chemical and microbiological coatings of
biomaterials) [6,7]. The FT-IRM technique can be used in
transmission and reflection mode (i.e. specular reflectance
or attenuated total reflection ATR) [6]. ATR/FT-IR microspec-
troscopy has demonstrated efficacy in chemical structure
and composition analysis of thin layers, especially of bio-
films. This technique can be used to monitor biofilm forma-
tion and to evaluate changes during biofilm development [8].
FT-IRM technique in specular reflection mode is also suited
to study thin layers and films on IR non-transparent surfaces.



86

Dzieki sprzezeniu mikroskopu IR z mikroskopem na $wiatto
widzialne jest mozliwy wybor konkretnego miejsca, a takze
wielkosci obszaru, z ktérego zbiera sie widmo IR. Pomiary
technikg zwierciadlanego odbicia sg ograniczone tylko do
mato chropowatych materiatow [7].

W pracy wykorzystano metode zwierciadlanego odbicia
promieniowania IR w badaniu adsorpcji mucyn i tworzenia
cienkiego filmu na powierzchni r6znego typu materiatow.

Materialy i metody

Do badan wykorzystano handlowa sproszkowang mucyne,
wyselekcjonowang ze zwierzecego zotgdka (mucin, M1778,
Sigma-Aldrich). Zastosowana mucyna wchodzi w sktad kilku
preparatow sztucznej sliny dostepnych na rynku. Przygoto-
wano roztwor mucyny o stezeniu 0,5% wag. w redestylowa-
nej wodzie. W roztworze zanurzono handlowe prébki mate-
riatdw o réznym: sktadzie chemicznym i chropowatosci Ra.
Do badan zastosowano: stal ferrytyczno - perlityczng 45
(stal I) - chropowatos¢: 4,2 ym i 2 ym, stal implantacyjng
316L (stal Il) = 2 ym i 1 ym, komercyjny kompozyt stoma-
tologiczny - 2 ym i 1 ym i fosforanowo-cynkowy cement
kostny - 2 umi 1 ym. Testowane powierzchnie zanurzono w
roztworze mucyny na rézne okresy czasu (5 min., 15 min.,
30 min.; 1 h,2h,4h,6h; 1dzieA, 4 dnii7 dni). Prébki prze-
trzymywano w temperaturze 37°C. Po uptywie zadanego
czasu kontaktu, prébki wyjeto z roztworu, optukano wodg
redestylowang, osuszono suchym powietrzem i oceniano
adsorpcje proteiny do materiatu.

Intensywnos¢ adhezji mucyny do testowanych po-
wierzchni badano przy zastosowaniu metody spektroskopii
w $redniej podczerwieni. W tym celu zastosowano mikro-
skop IR (Autolmage IR, Perkin Elmer) sprzezony ze spek-
trometrem IR (Spectrum 1000, Perkin Elmer). Mikroskop byt
wyposazony w konwencjonalny detektor MCT, chtodzony
cieklym azotem, pracujacy w dolnym zakresie czestosci do
700 cm™'. Widma IR powierzchni zostaty wykonane w trybie
odbiciowym (technika odbicia zwierciadlanego) z kwadrato-
wych pikseli 50 x 50 ym?. Rozdzielczos$¢ spektralna wynosita
1cm™, liczba skanéw: 500. Jako wzorca do zebrania widma
tta wykorzystano czyste powierzchnie materiatéw. Wykona-
no po 6 widm z r6znych miejsc dla kazdej probki i nastepnie
otrzymane wyniki poddano obrébce w programie GRAMS/AI
8.0 (Thermo Scientific).

Wyniki i dyskusja

Jednym z zatozen tej pracy byto sprawdzenie mozliwosci
zastosowania mikrospektroskopii w Sredniej podczerwieni
do detekcji mucyny w formie cienkiego filmu. W tym celu
zebrano widma FTIR z powierzchni roznych materiatow
zanurzanych w roztworze mucyny (o stezeniu 0,5%wag).
Przyktadowe widmo filmu wykonane technikg odbicia zwier-
ciadlanego pokazuje RYS. 1. Szerokie pasmo 3700-2400
cm™ jest ztlozone. Pochodzi zaréwno od grup N-H biatek
(amid A oraz amid B) jak i od drgan wody. Pasma przy ok.
2955 cm' oraz 2917 cm™ odpowiadajg drganiom asyme-
trycznym i symetrycznym odpowiednio grup —CH; oraz >CH,
(TABELA 1). W obszarze 1800-800 cm™" dominujg pasma
amidowe | oraz Il (1637 cm™ oraz 1547 cm™). W zakresie
1800-800 cm™ obecne sg pasma $wiadczace zaréwno o
obecnosci biatka, jak i weglowodandw.

Wszystkie otrzymane widma dla testowanej mucyny od-
powiadajg danym literaturowym [9,10]i zgodne sg z widmem
sproszkowanej mucyny wykonanym technikg transmisyjng,
(dane nie przedstawione w pracy). Dlatego tez mozna
stwierdzi¢, ze na kazdej badanej powierzchni obecna jest
mucyna z roztworu w postaci cienkiego filmu wykrywalnego
technikg mikrospektroskopii IR.

Thanks to an advantageous IR and light microscopy cou-
pling, the selection of discrete area or larger fragment of
studied surface is always possible. However, the measure-
ments are limited by roughness of analysed surface [7].

In this work, we used infrared microspectroscopy in the
specular reflection mode to analyse mucin adsorption and
film’s formation on different types of surface.

Materials and Methods

In this work, the commercial powder mucin from porcine
stomach (M1778, Sigma-Aldrich) was used. This mucinis a
component of some synthetic saliva preparations available
on the market. Mucin’s solution with concentration of 0.5 wt%
in double distilled water was prepared. The samples of
commercial materials with different chemical composition
and surface roughness Ra were examined. Tested mate-
rials were: ferrite-pearlite steel 45 (steel I) - roughness:
4.2 ym and 2 pym, implantation steel 316L (steel Il) — 2
pm and 1 uym, commercial dental composite - 2 um and
1 um and phosphate-zinc bone cement - 2 um and 1 ym.
All samples were placed into solution of mucin for different
time periods (5 min., 15 min., 30 min.; 1 h, 2 h, 4 h, 6 h;
1 day, 4 days and 7 days) and stored at temperature 37°C.
After the immersion time the samples were taken out from
solution, then rinsed in double distilled water, dried in air and
the mucin adsorption to material was tested.

The studied samples were examined by Fourier transform
mid-infrared spectroscopy using a Autolmage IR microscope
(Perkin Elmer) coupled to a Spectrum 1000 spectrometer
(Perkin Elmer). The microscope was equipped with a con-
ventional MCT detector with the low frequency cut-off at
700 cm™. The mid-IR surface spectra were recorded in the
reflection mode (specular reflectance) from square pixels
50 x 50 uym?, with 1 cm™ spectral resolution, using 500
scans. The untreated materials, before immersing in the
mucin’s solution, were used for recording background
spectra. All spectra were collected from 6 different sites and
then processed with the GRAMS/AI 8.0 software (Thermo
Scientific).

Results

The first aim of our work was to evaluate the potential
using of the mid-infrared microspectroscopy in mucin film
detection. In order to achieve that goal, the spectra were
recorded from the different surfaces soaked in the mucin’s
solution. An average spectrum of the analyzed films, record-
ed in the specular reflection mode, is presented in FIG. 1.
The broad 3700-2400 cm' band is complex. It originates
from proteins (amide A and B) and from water. The bands
at ca. 2955 cm™ and 2917 cm™' are from —CH, and >CH,
asymmetric stretch, respectively. In the 1800-800 cm™'
region, the amide | and amide Il bands at ca. 1637 and
1547 cm™ are prominent. Spectral region 1800-800 cm-'
contains the bands originating both from proteins and car-
bohydrates (TABLE 1).

All collected spectra (from all the surfaces studied in this
work) are in accordance with literature data [9,10] as well
as with the transmission spectrum obtained from powdered
mucin (data not shown). Therefore, the conclusion could be
made that the residues of mucin solution are present at all
the surfaces and form thin films detectable by FTIR.

Z—..........................................
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g B san i TABELA 1. Polozenie i interpretacja pasmwwid- e e oo o o o
mie mucyny.
TABLE 1. Band positions and assignments for
mucin film.
Pasmo / e
I,D'-\rgi%ﬁ?nrgﬁt/ Komentarz / Comments
3290 N-H amid A, woda / amide A and water|
3090 N-H amid B / amide B
: -CH,, asymetryczne rozciggajace/
2955 C-H 3—CH3, asymmetric stretch
) >CH,, symetryczne rozciagajace /
2917 C-H 2>CH2, symmetric stretch
- amidowe | /
1637 c=0 carbonyl, stretch, amide |
T T T T T T amidowe Il /
3500 3000 2500 2000 1500 1000 1547 N-H amide Il, N-H deformation
wavenumber (cm™) >CH,, deformacyjne /
1458 C-H >CZH2, deformation
RYS. 1. Widmo mucyny na przyktadowej po- 1394 c-0 -COO- symetryczne rozciagajace/
wierzchni biomateriatu. -COO- symmetric stretch
FIG. 1. Spectra of mucin at example biomaterial’s 1253 N-H ___amidowe |l / amide l”' ,
surface. . pierscien piranozowy, weglowoda-
4 1042 C-C-0 ny / pyranose ring, carbohydrate

40 - RYS. 2. Pola powierzchni
L] 5min - adsorpcja mucyny na
55 - 2 ;g ::: powierzchni r:ne%terial()w
- B i o chropowatosciach:
T m o stal | — 2 pm,
g 07 7 stal Il - 1 ym,
£ [ 6h kompozyt — 1 um,
8 55 - B 1day cement — 1 um.
8 W 4days FIG. 2. Area regions —
kS i M 7 days adsorption of the mucin
g at material’s surface with
3 roughness:
g 15 7 steel | — 2 ym,
f steel Il - 1 pm,
§ 10 - composite — 1 um,
® cement — 1 ym.
<
5
0 T

composite — 2 um,
cement — 2 pm.

steel | steel Il composite cement
30 RYS. 3. Pola powierzchni
- - adsorpcja mucyny na
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&, (] eh cement — 2 pym.
= 3 -
s B 1day FIG. 3. Area regions —
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5 . at material’s surface with
3 ] roughness:
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Kolejnym etapem pracy byto zbadanie intensywnosci ad-

® o @ o o o o sOrpcjimucyny wréznym czasie jej kontaktu z powierzchnig

badanych materiatow, dodatkowo réznigcych sie chropowa-
toscig. Wykonano widma FTIR, a nastepnie zmierzono pola
powierzchni pasm w zakresie 1800-800 cm'. Wyniki pola
powierzchni dla materiatéw mniej chropowatych przedsta-
wiono na RYS. 2, a dla bardziej chropowatych na RYS. 3.

Z uzyskanych wynikéw badan wida¢, ze czas kontaktu
roztworu mucyny z biomaterialami nie miat wigkszego
wptywu na intensywnos¢ jej adsorpcji do ich powierzchni.
Zaobserwowano jednakze, ze intensywnos$¢ adsorpcji
mucyny zalezata od rodzaju materiatu. Najwyzszg inten-
sywnos¢ adsorpcji zanotowano w przypadku stali ferry-
tyczno-perlitycznej. Wartos¢ analizowanego parametru
malata w kolejnosci: stal ferrytyczno-perlityczna 45 (stal I)
> kompozyt stomatologiczny > stal implantacyjna 316L
(stal Il) > fosforanowo-cynkowy cement kostny. Stad wnio-
sek, ze w przypadku stali intensywnos$¢ adsorpcji zalezy
od jej sktadu fazowego. Stwierdzono rowniez pewne zroz-
nicowanie w adsorpcji mucyn na powierzchniach o réznych
chropowatosciach. Zaobserwowano wiekszg intensywnosé
adsorpcji na powierzchni mniej chropowatej w poréwnaniu
do powierzchni bardziej chropowatej. Zjawiska te wydaja
sie by¢ interesujace, jednak ich analiza wykracza poza
zakres tego artykutu. Temat bedzie rozwijany w przysztych
badaniach naukowych.

Whioski

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna sformu-
towa¢ nastepujace wnioski:

1. Badania przy wykorzystaniu metody mikrospektrosko-
pii w $redniej podczerwieni pozwolity na zidentyfikowanie
obecnos$ci warstewki mucyny na powierzchniach wszystkich
testowanych biomateriatéw.

2. Intensywno$¢ adsorpcji mucyny na powierzchni za-
lezata od rodzaju biomateriatu i byta najwyzsza dla stali
ferrytyczno-perlityczne;.

3. Nie zaobserwowano wptywu czasu kontaktu bioma-
teriatdbw z roztworem mucyny na intensywnos¢ adsorpciji
mucyny do ich powierzchni.
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The next step of work was the analyzing of mucin ad-
sorption intensity during various immersion times at tested
biomaterials with different surface roughness. In this study
we collected the FTIR spectra and then, the area of the
1800-800 cm™ region was measured. The results of area
regions for lower surface roughness are presented in FIG. 2
and for more rough are presented in FIG. 3.

Obtained results show that there is no correlation be-
tween immersion time of biomaterials in mucin’s solution
and mucin adsorption intensity to the tested material’s sur-
face. Thus, the mucin adsorption intensity was depended
of material’s type. The highest adsorption was noticed
in case of ferrite-pearlite steel 45. The value of analyzed
parameter decreases in order: ferrite-pearlite steel 45
(steel I) > dental composite > implantation steel 316L
(steel Il) > phosphate-zinc bone cement. Thus, it could be
concluded that the mucin adsorption intensity in case of
steel depends of phase composition of steel. Also, some
difference in adsorption was observed in case of materials
with different surface roughness. The higher animal mucin
adsorption was noticed in case of surface with lower rough-
ness comparing to surface with higher roughness. These
phenomena seem to be interesting, although their analysis
goes beyond the scope of this article. Problem will be elabo-
rated in future investigations.

Summary

On the basis of the performed examinations, the following
conclusions have been formed:

1. The Fourier-transform infrared microspectroscopy
(FT-IRM) technique allows analysing mucin thin film at all
tested biomaterials surfaces.

2. The intensity of mucin adsorption at surface depends
of biomaterial’s type and was the highest for ferrite-pearlite
steel 45.

3. The correlation between biomaterial’'s immersion time
in mucin’s solution and mucin adsorption intensity to the
material’s surface was not observed.
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