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Streszczenie

W pracy pokazano wptyw domieszek na wtasci-
wosci strukturalne bioszkiet. Przedstawiono sposoby
otrzymywania i domieszkowania jonami srebra, miedzi
lub zelaza, cienkich warstw bioszkla otrzymanego
metoda zol-zel. Okre$lono aktywnos$c¢ bakteryjng
Gram-ujemnych pateczek ropy bfekitnej Pseudomo-
nas aeruginosa and Gram-dodatniego gronkowca
ztocistego Staphylococcus aureus w domieszko-
wanych prébkach. Zbadano wptyw promieniowania
ultrafioletowego na przezywalno$c bakterii.

q: bioszkto, efekt antybakteryjny, procesy steryli-
zacji, nanoczasteczki srebra

[Inzynieria Biomateriatéw, 99-101, (2010), 47-50]

Wstep

Biomateriaty po wprowadzeniu do organizmu moga ulec
infekcji. Wtasciwosci fizyczne materiatu mogg wzmacniaé
jego odporno$¢ na mikroorganizmy. Biomateriat niemo-
dyfikowany, nie posiadajgcy metalicznych domieszek, nie
wykazuje wtasciwosci bakteriobéjczych. Wiadomo jednak,
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Abstract

A recent study has shown that the occurrence of
structural alteration of the bioglass which accompanies
the remarkable change in glass properties depends
on the ions to be incorporated. In this paper, the
preparation and antibacterial activity of doped with
silver, copper and iron (respectively) bioactive glass
thin films, obtained by sol-gel processing, are repor-
ted. The antibacterial activity against Gram-negative
Pseudomonas aeruginosa and Gram-positive Staphy-
lococcus aureus has been examined. The influence
of UV irradiation of different doses on these samples
has been investigated.

Keywords: bioglass, antibacterial effect, steriliza-
tion process, silver nanoparticles

[Engineering of Biomaterials, 99-101, (2010), 47-50]

Introduction

Biomaterials, after their implantation into the organism,
can enhance infections. At implantation, the surface of
biomaterials provides easy access into both tissue cells
and bacteria. The physical properties of the material gives
protection against microorganisms. Bacteria can participate
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ze niektére metale np. srebro znalazty zastosowanie jako
srodek wspomagajacy zwalczanie drobnoustrojow.[1,2]
Oprécz wptywu srebra na przebieg procesow sterylizacji
zbadany zostanie wptyw innych pierwiastkow, takich jak
zelaza czy miedzi [3] oraz adhezja bakterii do bioszkiet
otrzymanych w zaleznosci od ich skfadu. Do sterylizaciji
uzyte bedzie promieniowanie ultrafioletowe.

Po sterylizacji okreslona zostanie przezywalnos¢ bakterii
w zaleznosci od sktadu materiatu, na ktérym sig znajdowaty,
oraz od czasu naswietlania.

Materiaty

Na podstawie wczesniejszych badan [5,6] otrzymano bio-
szkta o sktadzie 36Ca0+60Si0,*4P,0, (mol%) (G- prébki).
Podstawowy Zzel otrzymano z mieszaniny: TEOS-Si(OC,H;),;
Ca(NO;),*4H,0; OP(C;H50)s,; C,HsOH; 2N HNO; jako ka-
talizator reakcji hydrolizy. Ten hydrolizat mieszano okoto 2
godzin. Potem hydrolizat domieszkowano Fe,O; lub CuCO,
i mieszano 15 min. Metodg spin-coating pokrywano szkieka
mikroskopowe. Wysuszone probki byty grzane z predkoscig
2°C/min do 550°C i przetrzymane okoto 2 godzin. Prébki
zawierajgce srebro byty domieszkowane po otrzymaniu
bioszkfa.

Zdolnos¢ specjalnych mikroorganizmow takich jak bak-
terie lub grzyby do otrzymywania czgstek metalicznych jest
znana. Synteze nanoczastek poprzez grzyby Penicillium
opisano w pracy Sadowski et al. [3] Otrzymana biomasa
grzybowa uzyta w biosyntezie rosta w cieczy zawierajacej:
79/l KH,PO,; 2 g/l K,HPO,; 0,1 g8/l MgSO,*7H,0; 14/l
(NH,),S0O,; 0,6 g extraktu drozdzy i 10 g glukozy.

Prébki bioszkta byly zanurzone w cieczy zawierajgcej
nanoczgsteczki srebra przez 7 dni, w temp. pokojowej w
zamknietym naczyniu bez dostepu $wiatta. Obecnos¢ bra-
zowego koloru na powierzchni szkta wskazywata, ze srebro
koloidalne pokryto bioszkto. Probki poddano dziataniu ptynu
SBF (symulowany roztwdr fizjologiczny) przez okres 7 dni
w temperaturze 37°C, pH ptynu wynosito 7,3.

Bakteriami, ktore posiewano byt gronkowiec ztocisty (SA),
czyli Staphylococcus aureus i pateczka ropy btekitnej(PA),
czyli Pseudomonas aeruginosa. Do badan wykorzystano
24 godzinne bulionowe hodowle obu szczepdéw. Hodow-
le bakterii prowadzono na podtozu ptynnym w bulionie
odzywczym. Podtoze byto sterylizowane w autoklawie w
temperaturze 121°C pod ci$nieniem 1,5 atmosfery przez 20
minut. Do 5 ml sterylnego bulionu odzywczego dodano 1 ml
badanej hodowli i w takiej zawiesinie umieszczono prébki
bioszkta. Catos¢ poddano inkubacji przez 5 dni, w cieplarce,
w temperaturze odpowiednio 37°C dla gronkowca ztocistego
i 28°C dla pateczki ropy bfekitnej. Po 5 dniach prébki bioszkia
wyjeto z hodowli bakteryjnych i poddano sterylizacji. Po
sterylizacji probki bioszkta wraz z probkami kontrolnymi (bez
sterylizacji) ponownie umieszczono w bulionie odzywczym
i inkubowano przez okres 24 godzin. Nastepnie zmierzono
gestos¢ optyczng hodowli OD 550nm za pomocg spektro-

TAB.1. Gestos¢ optyczna hodowli pateczki ropy
btekitnej i gronkowca ztocistego po kontakcie
z prébkami bioszkiet.

TAB.1. Mean values of optical density (OD) of the
solution of P.aeruginosa and S. aureus culture after
doped-bioglasses contact

Prébka

Prébka

Probka Sample

Sample G G+Cu

0,39
0,55

0,54
0,62

in metal corrosion. It has been demonstrated that strains of
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli and Staphylo-
coccus aureus possess enzymes that can destroy metals.
The contact between the material and bacteria may occur
through one of three pathways: direct contamination, con-
tiguous spread and hematogenous spread. Experimental
investigations into bacterial colonization of biomaterial
were conducted by Gristina et al. [2]. S. aureus showed a
preference for metals rather than polymers. The antibacte-
rial effects of silver doped silica thin films on E.coli and S.
aureus were examined by the film attachment method. The
coating films had an excellent antibacterial performance [3].
It has observed that a silver coating on orthopedic external
fixation pins reduces the adhesive action of P. aeruginosa,
E.coli, and S. aureus. [4] The resistance of biomaterials
surface to infections can be maintained by sterilization,
antibiotic impregnation or by improving the colonization by
host tissue cells [1].

In the present study the bioglass thin films doped with
silver, copper and iron were successfully prepared by the
sol-gel method to be applied to antibacterial materials.

Here, we report on experimental enquires into physical
processes which govern the efficiency of sterilization by
UVv.

Materials

In agreement with procedures proposed by Hench
group [8,9], bio-gel glasses with the nominal composi-
tions 36Ca0+60Si0,*4P,0, (mol%) were obtained as a
G- sample.

The basic gel has been prepared from the mixture
of: tetraethoxysilane TEOS-Si(OC,H;),; calcium nitrate
tetrahydrate Ca(NO,),*4H,O dissolved in distilled water;
triethylphosphate OP(C,H;0), dissolved in ethanol C,H;OH
used as an organic solvent; 2N acid HNO; as a catalyst of
the reaction of hydrolysis. The hydrolyzate components were
mixed for about 2 hours. Then the hydrolyzate was doped
with Fe,O, or CuCO, and mixed for 15 min. The coated
microscopic glass substrates gelation was obtained by the
spin-coating method. The gel is then subjected to controlled
thermal processes; aged at 60°C for 72 h, dried in an oven
with a cycle ending at 120°C. All the dried composites were
heated in air at 2°C/min speed to 550°C and kept for about
2 hours. After the process of the bioglass formation, the
samples were doped with silver nanoparticles.

The ability of certain microorganisms, such as bacteria
or fungi, to control the synthesis of metallic nanoparticles
should be available. The extracellular synthesis of silver
nanoparticles by the fungus Penicillium was described by
Sadowski et al. [4]. A fungal biomass preparation used for
biosynthesis experiments was grown in liquid medium, con-
taining 7g/l KH,PO,; 2 g/l K,HPO,; 0,1 g8/ MgSO,*7H,0O;
19/l (NH,),SO,; 0,6 g yeast extract; 10 g glucose.

Bioglass samples were kept for 7 days in 5 ml of the liquid
with silver nanoparticles. The bonding process of silver
particles with bioglass samples took place in the room tem-
perature, in a closed vessel, without light. The appearance
of brown color on the surface of bioglass samples indicated
that biomaterials were covered by colloidal silver particles.
Afterwards, the samples were dried at 40°C for 24h.

The bacteria tested were Gram-positive strains (Sta-
phylococcus aureus - Polish Collection of Microorganisms
(PCM) 9944) and Gram-negative rods of Pseudomonas
aeruginosa (PCM 2124).

To the 5 ml of sterile clear soup, 1 ml of investigated
culture was added, and in such suspension some samples
of bioglass were placed. Then the whole mixture was incu-
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fotometru Spekol 11.

Probki réznig sie miedzy sobg sktadem. Dziataniu hodowli
poddane zostaty probki zdomieszkg srebra (G+Ag), miedzi
(G+Cu), zelaza (G+Fe), oraz probki niedomieszkowane (G).
Okreslona zostata gestos¢ optyczna hodowli bakteryjnych,
przy dtugosci fali 550 nm, w ktorych przebywaty probki bio-
szkiet. Im wieksza liczba komorek bakterii w roztworze tym
znaczniejsza metnosé, poniewaz ilos¢ swiatta rozpraszane-
go przez komorki jest wprost proporcjonalna do ich liczby.
Uzyskane rezultaty badan adhezji pateczki ropy btekitnej
umieszczone zostaty w TABELI 1.

Mozna zauwazy¢, ze gestos¢ optyczna kultur bakterii, w
ktorym znajdowaty sie probki nie zawierajgce domieszek (G)
jest znacznie wieksza niz dla bulionu z domieszkowanymi
probkami. Moze to swiadczy¢ o tym, ze miedz, zelazo
oraz srebro dodane do bioszkiet utrudniajg pateczkom
ropy btekitnej(PA) oraz gronkowca ztocistego kolonizacje
powierzchni materiatu.

W przypadku probek przebywajgcych w hodowli
gronkowca ztocistego, prébki zawierajgce zelazo zostaty
zasiedlone przez bakterie w wiekszym stopniu, niz szkto
kontrolne. Swiadczy o tym wieksza gesto$é optyczna dla
prébki z zelazem (G+Fe) niz dla probki czystej (G) i innych
(TAB.1). Zaistniata sytuacja moze wynika¢ z natury gron-
kowca ztocistego. Bakterie ta chetnie rozmnazajg sie i
tworza biofilm w srodowisku zawierajgcym zelazo. Gestosé
optyczna hodowli bakteryjnych, w ktérych znajdowaty sie
prébki zawierajgcych srebro, niezaleznie od rodzaju drob-
noustrojow, osigga zawsze wartosci najnizsze. Oznacza to,
ze adhezja bakterii do powierzchni, ktéra w swym sktadzie
zawiera srebro, jest znacznie spowolniona. Wptyw miedzi
na adhezje bakterii do powierzchni bioszkiet jest rowniez
zauwazalny. Wartosci gestosci optycznej dla prébek z
miedzig (G+Cu) sg zawsze nizsze niz wartosci dla probek
czystych (G) oraz z domieszkg zelaza (G+Fe), jednak nie
spadajg ponizej wartosci ekstynkcji uzyskanych dla probek
z domieszka srebra (G+Ag). Oznacza to, ze miedz w mniej-
szym stopniu niz srebro spowalnia tworzenie sie biofilmu
na powierzchni tworzywa, ale przeciwdziata kolonizacji
podtoza skuteczniej niz zelazo.

Sterylizacja

Kazde urzgdzenie, ktére zostaje wprowadzone do or-
ganizmu, musi by¢ sterylne. Procesy sterylizacji sg czesto
prowadzone za pomocg promieniowania UV Oddziatywanie
migdzy promieniowaniem, a bakteria jest oparte zmianie
indukowanej w tancuchach DNA mikroorganizmoéw, ktére
blokujg metabolizm komdérkowy i reprodukcje [1].Sterylizo-
wane za pomocg lampy UV byty wszystkie prébki.Wyniki
pomiaréw gestosci optycznych poszczegdlnych hodowli

TAB.2. Przezywalnos¢ gronkowca ztocistego po ste-
rylizacji promieniowaniem ultrafioletowym

TAB.2. Survival rate of bacteria after the sterilization
by ultraviolet radiation

Sample G SampleG+Cu SampleG+Ag SampleG+Fe

bated for 5 days, at 37°C for S. aureus and at 28°C for P.
aeruginosa. After 5 days the bioglass samples were taken
out from bacteria cultures and sterilized. Next, the bioglass
samples (and control samples) were placed in clear soup
and incubated for 24 h. Finally, the optical density (OD) of
each clear soup was measured for 550nm on a spectropho-
tometer Specol 11 .

Samples are differentiated as far as the basic composi-
tion of the dopants is concerned. S.aureus and P.aeruginosa
were inoculated on silver-doped (G+Ag), copper-doped
(G+Cu), iron-doped (G+Fe) and undoped (G) bioglass. The
optical density of a solution indicated the formation of a
bacterial colony. Taking into account the number of bacteria
which sticked to biomaterial creating a biofilm, the quantity
of light dispersed by cells is directly proportional to the
number of bacteria (optical density OD).

The results of an investigation into bacterial adhesia are
presented in TAB.1. It may be observed that optical density
of bacteria cultures in samples without dopants (G) is much
higher than in clear soup with doped samples. It may be
a proof that copper, iron and silver added to bioglasses
make the colonization of the material surface difficult for
P.aeruginosa.

The admixtures of silver and copper also slow down the
growth of Staphylococcus. Yet the introduction of iron does
not bring about the same effect; on the contrary, these bac-
teria quickly propagate and create a biofilm in iron-containing
medium (TABLE 1 — the highest value of OD). This element
is here a factor determining pathogeny. Materials contain-
ing this metal are a good base for Staphylococcus. Optical
density of bacteria cultures in samples doped with silver,
independent of the type of microorganisms, always reaches
the lowest values. It means that the adhesion of bacteria to
the surface containing silver is significantly slowed down.
Copper slows down the growth of a biofilm on the surface
of materials. In a smaller degree than silver, but it stops the
colonization more effectively than iron. Independent of the
type of bacteria , the obtained results are similar.

Sterilization of biomaterials

Any device that is to be implanted into the body must
comply with sterile conditions. Thus the sterilization proce-
dures are the UV radiation. Interactions between radiation
and bacteria are based on the alterations induced on the
DNA chains of the microorganisms, with the block of the
cell metabolism or reproduction [1].

The results of measurements concerning optical density
of particular cultures were averaged and placed in TABLE
2. The survival of bacterial cultures after the contact with
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FIG. Survival rate of bacteria after the sterilization by
ultraviolet radiation
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zostaty usrednione i umieszczone w jednej tabeli (TAB.2.).
Wyznaczona zostata réwniez przezywalnos$¢ hodowli bakte-
ryjnych po kontakcie z bioszktami. Przezywalno$¢ wyrazona
w procentach okresla ile drobnoustrojoéw przetrwato proces
sterylizacji i w okresie doby po sterylizacji rozmnozyto sig
w bulionie odzywczym. Rezultaty zostaty przedstawione
réwniez na wykresie stupkowym.

Po naswietlaniu UV prébek przez okres 5, 15, 30 i 60 mi-
nut obserwujemy zupetnie inny wptyw domieszek na rozwdj
bakterii niz przed sterylizacjg. Réwniez czas ekspozycji na
promienie ma wptyw na uzyskany efekt. Poczatkowo, przed
sterylizacjg, w probce kontrolnej dla bioszkta ze srebrem
znajdowata sie najmniejsza ilos¢ gronkowca ztocistego.
Po sterylizacji UV przez okres 5 minut najmniejszg gestos¢
optyczng obserwujemy dla hodowli odpowiadajgcej probce
zawierajgcej zelazo, naswietlanie przetrwato tylko 31%
bakterii. Ten sam efekt dla materiatu zawierajgcego miedz
zostat osiggniety dopiero po 15 min. Jednak wsrdd bioszkiet
naswietlanych 15 minut najlepsze dziatanie antybakteryjne
wykazuje miedz. Przy tak krotkim czasie naswietlania nie
obserwujemy antybakteryjnego dziatania srebra. Mata
dawka promieni UV oraz obecnos¢ srebra prawdopodob-
nie spowodowata uruchomienie u bakterii mechanizmoéw
obronnych i przyspieszenie metabolizmu.

Bakterie w sytuacji zagrozenia zaczety rozmnazac sie
szybciej. Dziatanie bakteriobdjcze srebra jest widoczne
dopiero po 60 min. naswietlania UV. W przypadku bioszkiet
domieszkowanych miedzig, liczebno$¢ spada rownomiernie,
juz po 5 minutach pozostata tylko potowa hodowli. Analizujgc
wyniki badan gestosci optycznej hodowli odpowiadajgcych
bioszktom z réznymi pierwiastkami w skfadzie, nie mozna
zaobserwowaé réwnomiernego spadku liczebnosci mi-
kroorganizmow, za wyjatkiem prébek domieszkowanych
miedzig. Nie jest mozliwe okreslenie jednego optymalnego
czasu, po ktérym wyginetyby wszystkie drobnoustroje. Im
dtuzej bioszkta pozostawaty pod dziataniem ultrafioletu tym
wiecej drobnoustrojow przezyto na ich powierzchni. Moze
to oznaczadé, ze bakterie przyzwyczaity sie do panujgcych
warunkow, wytworzyty mechanizmy obronne i przetrwaty
napromieniowanie ultrafioletem. Aby unikng¢ takiej sytuaciji
mozna prébowac sterylizowac¢ materiaty kilkakrotnie przez
okres kilku minut. By¢ moze woéwczas drobnoustroje nie
zdgza przystosowac sie do zaistniatych warunkéw i kolejna
dawka promieniowania spowoduje ich wyginiecie. Oceniajac
efekt sterylizacji po czasie 60 minut, mozna zauwazyc¢ ze
we wszystkich przypadkach wygineto 50% i wiecej drobno-
ustrojow. Najlepszy efekt uzyskano dla bioszkta z domieszka
zelaza. Mimo iz z kontroli adhezji wynika, ze zelazo przy-
spiesza rozmnazanie sig drobnoustrojow. Mozna stwierdzic,
ze zelazo w pofgczeniu z promieniowaniem ultrafioletowym
jest skutecznym sSrodkiem sterylizujgcym.
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bioglasses (FIG.2) was also calculated. The survival rate
show how many microorganisms survived the sterilization
and after twenty-four hours reproduced in clear soup.

After the UV irradiation of samples for 5, 15, 30 and 60
min the influence of dopants on bacterial growth is com-
pletely different than before the sterilization. The time of
exposition of irradiation has an influence on the obtained
result.

Initially, before the sterilization, the control sample for
a silver-doped bioglass contained the smallest amount of
S.aureus. After the UV sterilization which lasted 5 min, the
lowest optical density is observed in the culture of an iron-
doped sample. For the material containing copper, the same
effect was achieved only after 15 min. However, copper is
characterized by the highest antibacterial activity among
the bioglasses irradiated for 15 min. The result for a sample
containing silver is even higher.

During such a short time of irradiation we can not see
the antibacterial activity of silver. Small doses of UV ir-
radiation induce a silver-matrix cation exchange and the
antibacterial effect disappears. If silver containing sam-
ples were exposed to UV irradiation, they would change
their color. This is because Ag+ ions were not completely
trapped in the silica matrix and a bioglass network also was
not completely densified. Probably, a small dose of UV ir-
radiation and the presence of silver triggered the defense
mechanisms in bacteria and accelerated their metabolism.
When threatened, bacteria started to reproduce quicker. The
antibacterial activity of silver is clearly seen only after 60
min of irradiation. The number of S. aureus dropped by half.
In the case of bioglass containing copper, the reduction of
bacteria after UV sterilization was proceeding steadily and
after a 5 min exposure and a 24-hour incubation, it amounted
to approximately 50% against S. aureus. After 1hour of
UV sterilization, the reduction of bacteria was about 73%.
Analyzing the results of researches into the optical density
of cultures corresponding to bioglasses containing various
elements, itis not possible to calculate one optimal time after
which all the microorganisms would be killed. The longer
the bioglasses were under the influence of ultraviolet, the
more microorganisms survived on their surfaces. It may
mean that bacteria adjusted to external conditions, worked
out their defense mechanisms and survived the ultraviolet
irradiation. To avoid such a situation , the materials should
be sterilized several times, for several minutes. Maybe the
microorganisms will not get used to the conditions and the
following dose of irradiation will cause their extinction.

Estimating the effect of sterilization after 60 minutes, it
can be seen that 50% and more microorganisms died in
all cases. The best result was achieved for the iron-doped
bioglass. A thorough enquiry into the mechanism of adhesion
has shown that iron accelerates the reproduction of micro-
organisms. Nevertheless, it also appears that iron together
with ultraviolet radiation is an effective sterilizer.
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