12

W

Pismiennictwo

[1] Kakol W., "Symulacja implantowanych stentéw"; CadCam Fo-
rum: Listopad 2001.

[2] Duerig T., Pelton A., Stockel D., "An overview of nitinol medical
applications"; Materials Science and Engineering: Volume: 273-
275, December 15, 1999, pp. 149-160.

[3] Yukihito Saito at.al: "New tubular bioabsorbable knitted airway
stent: biocomaptybility and mechanical strength”; The journal of
thoracic and cardiovascular surgery: 2002, vol.123, number 1

[4] Rupprecht S, Bloch A, Rosiwal S, Neukam FW, Wiltfang J. "Exa-
mination of the bone-metal interface of titanium implants coated by
the microwave plasma chemical vapor deposition method."; Int J
Oral Maxillofac Implants: 2002 Nov-Dec, 17(6), 778-85.

CZY MIKROORGANIZMY
MOGA MODYFIKOWAC
TWARDE WARSTWY
WEGLOWE?

AcaTA Kaczorowska*, MiIRostawa SzczesNA-ANTCZAKY,
Tabeusz ANTczak*, STaNistaw BIELECKI*, STaNistaw
Mitura**, PioTR NiEDZIELSKI**, WiTOLD KACZOROWSKI**,
MarcIN KozaNECKk***, PATRICE COUVRAT****

*INsTYTUT BiocHEMII TECHNICZNEJ, WYDzIAL BIOTECHNOLOGI
I NAUK 0 ZYWNOSCI, POLITECHNIKA L.ODZKA,
SteEFANOWSKIEGO 4/10, 90-924 ¥ 6pZ, PoLskA

**NSTYTUT INZNIERI BIOMEDYCZNEJ, WYDZIAL MECHANICZNY,
POLITECHNIKA L.6DZKA,

***KATEDRA Fizyki MoLEKULARNEJ, WYDzIaAL. CHEMICZNY,
POLITECHNIKA Y.6DZKA,

****ECAM Lyon, FRANCE

Streszczenie

Badano wptyw réznych drobnoustrojéw na po-
wierzchnie pokryte warstwami weglowymi. Powfoki
diamentopodobne wytworzono na stali medycznej sto-
sujgc metode RF PCVD. Do badan zastosowano prob-
ki z warstwami naniesionymi przy roznych parame-
trach. Probki te poddano na dziatanie komorek mikro-
organizmow w warunkach hodowli statycznej w pod-
fozu statym. Powtoki weglowe przed i po wzroScie
drobnoustrojow analizowano wykorzystujgc mikroskop
optyczny i fluorescencyjny, skaningowy mikroskop
elektronowy oraz spektroskop Ramana. Wyniki ba-
dan dowiodty, ze niektore z zastosowanych drobno-
ustrojow silnie oddziatujg z twardg warstwg weglowg
i prawdopodobnie doprowadzajg do zmian jej struk-
tury.

Warstwy weglowe (DLC - diamond-like carbon, NCD -
nanocrystalline diamond) zawierajg w swym sktadzie przede
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Abstract

An effect of microorganisms on surfaces covered
with carbon coatings has been studied. Carbon films
on medical stainless steel have been made using RF
PCVD method. The samples covered with carbon
coatings under different conditions were used. All sam-
ples were inoculated with various microorganisms. The
carbon layers before and after the growth of the mi-
crobes were examined by means of Raman
spectroscopy, scanning electron microscopy and op-
tical microscope. It was found that some of the mi-
crobes strongly attacked of the surface of carbon films
and probably changed their structure.

Introduction

Hard carbon coatings (DLC - diamond - like carbon, NCD
- nanocrystalline diamond) consist mainly of the tetragonally
coordinated sp?carbon atoms (typical of diamond), the trigo-
nal in sp? coordinated carbons (typical of graphite) as well



wszystkim wigzania weglowe typu sp® - charakterystyczne
dla struktury diamentu i sp? - charakterystyczne dla grafitu,
ale réowniez w niewielkim stopniu wigzania typu sp'[1]. Cha-
rakteryzujg sie one godnymi uwagi wtasciwosciami, takimi
jak duza odpornos$¢ na Scieranie i twardos¢, chemiczna
obojetnos$c¢ oraz niski wspoétczynnik tarcia [1, 2].

W artykule przedstawiono wyniki badan nad wptywem
wybranych mikroorganizmoéw na warstwy weglowe wytwo-
rzone na stali medycznej z wykorzystaniem metody RF
PCVD (radio frequency plasma chemical vapour deposi-
tion). Gtdwng cechg powlok weglowych naniesionych na
stal jest ich bardzo dobra adhezja do podtoza. Grubos¢ ta-
kich warstw wynosi ok. 1 mm i stanowig one bardzo dobry
materiat ochronny stali przed korozjg [2]. W ramach dotych-
czas przeprowadzonych badan nad mozliwoscig stosowa-
nia do celéw medycznych implantéw pokrytych powtokami
weglowymi dowiedziono, ze sg one wysoce odporne w
mediach biologicznych o charakterze fizjologicznym [3].
Powtoki diamentopodobne poddawano takze testom koro-
zyjnym w ptynie Tyrod’a, testom histopatologicznym w or-
ganizmach zwierzecych oraz wykonano szereg badan ich
wytrzymatosci mechanicznej. Nie ma jednak zadnych do-
niesien literaturowych dotyczacych odpornosci warstw we-
glowych narazonych na dziatanie fizjologicznie aktywnych
mikroorganizmow, ktérych wcigz nowy potencjat biokatali-
tyczny jest odkrywany. Biotechnolodzy znajg np. gatunki
plesni ligninolitycznych (np. Phanerochaete chrysosporium),
ktore wykazujg zdolno$¢ rozpuszczania lignitu (frakcja we-
gla brunatnego) [4]. Mechanizm tego zjawiska opiera sie
na degradacji enzymatycznej wspomaganej dziataniem
substancji alkalicznych oraz chelatujgcych atomy metali
(ktére sg obecne w weglu brunatnym), jak np. szczawiany
bedgce metabolitami przemian u wielu mikroorganizmow.
Oprocz drobnoustrojow degradujgcych ligniny, réwniez inne,
np. plesnie Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Tricho-
derma spp. oraz Penicillium spp., wykazujg takze zdolno$¢
do uptynniania wegla lub jego gazyfikacji [5-7]. Niektore
sposréd wymienionych wybrano planujgc opisane ponizej
badania.

Metodyka

Badania wykonano z uzyciem dwéch odmian warstw
weglowych (DLC i NCD), ktore wytworzone zostaty z wyko-
rzystaniem metody gestej plazmy RF PCVD (schemat apa-
ratury, RYS.1) na podiozu ze stali medycznej AISI 316L
(parametry procesow zamieszczono w TABELI 1).

Probki (w formie dyskow o $rednicy 8 mm) pokryte war-
stwami DLC i NCD sterylizowano w temperaturze 121°C w
ciggu 20 min. Nastepnie umieszczano je w réznych, odzyw-

.Parametry DLC
Main parameters
Substra t
Substrate
Gaz Metan
Gas Methane

NCD

AISI316 L | AISI316L

Metan
Methane

Cisienie 10,8

10,8 Pa Pa

Pressure
Ujemny potencjat autopolaryzacji
zasilanejelektrody rf
Negative self -bias voltage of r .f.
powered electrode
Czas nanoszenia

Time of deposition

420-550 V 600 V

9-11min

TAB.1. Parametry nanoszenia warstw weglowych.
TAB.1. The main parameters of carbon layers.

as some sp' coordinated ones [1]. They have very attrac-
tive properties such as high wear resistance and hardness,
chemical inertness and very low friction coefficients [1, 2].

In this paper, we described an influence of viable micro-
organisms on carbon coatings deposited onto medical stain-
less steel by RF PCVD (radio frequency plasma chemical
vapour deposition) method. The main feature of the thin
carbon films is their good adhesion to steel. A thickness of
the films is about 1 mm. These coatings show high mechani-
cal strength and ensure good protection of metals against
corrosion [2]. The results of studies on biological resistance
of implants covered with hard carbon films, histopathologi-
cal investigations in laboratory animals, the tests of corro-
sion resistance, as well as mechanical properties and the
breakdown tests in Tyrod’s solution have been described
earlier [3].

However, there is no information on the resistance of
carbon coatings against physiologically active microorgan-
isms, well-known are strains of lignin-degrading fungi, which
can solubilize lignite (brown coal) like the strain of
Phanerochaete chrysosporium [4]. The mechanism of this
phenomenon probably includes enzymatic degradation as-
sisted by alkalic metabolites and the chelation of atoms of
metals (which are present in brown coal) by oxalate ions -
metabolites of some microorganisms. Besides typical lignin
degrading strains of Basidiomycetes, several other fungi,
such as Aspergillus niger spp. Fusarium oxysporum, Tri-
choderma spp. and Penicillium spp. can also solubilize coals
[5-7]. Some of these strains were chosen to perform the
experiments described below.

Methodology

The investigations were performed on the variety of car-
bon films deposited on the surfaces of medical stainless
steel AISI 316 L using the r.f. dense plasma CVD method
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RYS. 1. Aparatura uzyta do syntezy warstw
weglowych metoda gestej plazmy RF PCVD,
generator 13,65 MHz , GFMC - system dozowania
gazéow; G - komora robocza; MU - uktad
dopasowania.

FIG. 1. An apparatus for carbon film synthesis
using the r.f. dense methane plasma CVD method:
13,65 MHz generator; GFMC - gas feeder with
microcomputer control; G - vacuum gauge; MU -
system power adaptation.
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Bakterie
Bacteria

Plesnie
Fungi
Aspergillus niger
Chaetomium globosum
Mucor circinelloides
Paecilomyces variotii
Penicillium ochrochloron
Trichoderma viride

Pseudomonas
fluorescens
Bacillus subtfilis
Escherichia coli
Lactobacillus
delbrueckii
Nos-1a

Fusarium oxysporum
Phanerochaete
chrysosporium

’ niezidentyfikowany szczep bakterii rozktadaja
gych zwigki ropopochodne

the strain of unidentified bacteria able to growth

in petrol-oil

TAB. 2. Mikroorganizmy wykorzystane w
badaniach.
TAB. 2. Strains of microorganisms used in the

czych podtozach agarowych i szczepiono zawiesing odpo-
wiedniego mikroorganizmu, sposréd wymienionych w TA-
BELI 2.

Szczepy wykorzystane w badaniach uzyskano z kolekcji
czystych kultur Instytutu Biochemii Technicznej orazt OCK
105 (WDCC) w Politechnice tédzkie;j.

Do hodowli ple$ni stosowano podtoza Czapek-Dox i Malt
agar, natomiast do hodowli bakterii - agar odzywczy (Difco)
oraz podtoze MRS. Hodowle prowadzono na szalkach Pe-
triego w 30-37°C przez 2-12 tygodni. W celu utrzymania
odpowiedniej wilgotnosci, niezbednej do wzrostu mikroor-
ganizmow, hodowle uzupetniano odpowiednim podtozem
ptynnym w jednotygodniowych odstepach czasu. Wszyst-
kie prébki przed i po inokulacji drobnoustrojami analizowa-
no z uzyciem: spektroskopii ramanowskiej, SEM oraz mi-
kroskopow optycznego i fluorescencyjnego majac na celu
okreslenie sity adhezji komérek do powierzchni warstw
weglowych oraz identyfikacje ewentualnych zmian w mor-
fologii i strukturze warstw weglowych po dziataniu nan mi-
kroorganizmow.

Rezultaty

Istotnym elementem badan byta analiza sit adhezji strze-
pek grzybni oraz komérek bakteryjnych do warstw diamen-
topodobnych. W tym celu wszystkie prébki po wyjeciu z

RYS. 2a, 2b. Probki ze stali medycznej pokryte
warstwag DLC z silnie przylegajaca grzybnia
Aspergillus niger oraz Mucor circinelloides.

FIG. 2. The samples of medical steel coated with
DLC film with tightly stuck Aspergillus niger (left)
and Mucor (right) mycelia.

(FIG.1).

All samples with NCD and DLC coatings and uncoated
medical steel (in the form of disks, ¢8 mm) were autoclaved
at temperature 121°C for 20 minutes. Then the samples
were placed on the medium solidified with agar and inocu-
lated with microorganisms listed below (TAB.2).

All strains of microorganisms were obtained from the
culture collections at the Institute of Technical Biochemistry
and tock 105 Collection (WDCC), both of the Technical
University of Lodz. For fungi - Czapek-Dox medium and
malt agar, for bacteria - nutrient agar (Difco) and MRS me-
dia were used. The microorganisms were cultured in Petri
dishes, at the range of temperature 30-37°C for about 2-12
weeks. To ensure proper humidity for growth of the micro-
organisms, the cultures were supplemented with the proper
liquid medium once a week.

All samples, before and after subjecting to treatment with
microorganisms, were examined by: Raman spectroscopy,
scanning electron microscopy (SEM) and optical and fluo-
rescence microscopes. The changes in morphology of the
carbon layers resulting from the growth of the microorgan-
isms on them were analyzed.

Results

The strength of adhesion of filamentous fungi to the car-
bon layers was investigated. For this purpose all samples
were cleaned up with detergent solution with shaking (120
rpm, for 120 min) and subjected to an ultrasonic cleaning
process for 45 min. Then, the specimens were analyzed by
using optical and fluorescence microscopes (after Hoechst
33258 or acridine orange treatment).

It was found that most of tested filamentous fungi strongly
adhered to the carbon coatings during cultivation. FIGURES
2a and 2b show the samples coated with DLC film and ex-
posed to Aspergillus niger and Mucor circinelloides.

Furthermore, during the investigation, changes in the
color of DLC films from blue to yellow or metallic, and NCD
- from yellow to metallic after the growth of the majority of
the microscopic fungi, were observed (FIG. 3a, 3b).

The strong influence of some tested microorganisms on
carbon coatings deposited on medical stainless steel AISI
316 L was confirmed by using SEM microscopy analysis.
FIGURE 4a shows the carbon film morphology and
microanalysis of the sample just after the process of depo-
sition, and FIGURE 4b - the same sample after removal of
the Aspergillus niger mycelium grown on it. The surface of
the latter one has the typical structure of medical stainless
steel.

The samples subjected to treatment with bacteria (ex-
cept the Lactobacillus delbrueckii and Nos-1a strains) did
not show such distinct changes.

RYS. 3a, 3b. Probka z warstwa DLC przed i po
hodowli plesni Aspergillus niger.

FIG. 3. The sample covered with DLC film before
(a) and after (b) the growth of Aspergillus niger
strain, for approximately 3 months.



hodowli poddawano identycznej procedurze oczyszczania
polegajacej na wytrzasaniu przez 120 min. przy 120 obro-
tach/min w roztworze detergentu (TRITON X-100), a na-
stepnie dziataniu nan ultradzwiekami przez 45 min. Tak
oczyszczone probki analizowano z uzyciem mikroskopu
optycznego i /lub fluorescencyjnego (po wybarwieniu oran-
zem akrydyny lub Hoechst 33258). Stwierdzono, ze zaréw-
no strzepki plesni jak i komorki niektorych bakterii silnie przy-
legaja do warstw weglowych. ZDJECIA 2a i 2b pokazujg
probki pokryte warstwg DLC z przylegajaca grzybnig plesni
Aspergillus niger oraz Mucor circinelloides pozostatg po
zastosowaniu wyzej opisanej procedury oczyszczania.
Wiele ze stosowanych w badaniach mikroorganizmow spo-
wodowato takze zmiany barwy warstw weglowych: prob DLC
- Z niebieskiej na z6ttg lub metaliczng (RYS. 3a, 3b) a NCD
- z z6ttej na metaliczng.

Silne dziatanie niektorych mikroorganizméw na warstwy
weglowe zostato potwierdzone badaniami z uzyciem SEM.
ZDJECIE 4a obrazuje morfologie i wyniki mikroanalizy skta-
du pierwiastkowego warstw weglowych przed, natomiast
ZDJECIE 4B - po hodowli ple$ni Aspergillus niger. tatwo
zaobserwowac, iz powierzchnia probki po oddziatywaniu
drobnoustrojow posiada typowa strukture i sktad pierwiast-
kowy stali medycznej. W przypadku probek poddanych dzia-
taniu bakterii i pozostatych plesni nie stwierdzono az tak
daleko idgcych zmian.

Zastosowanie do badan warstw DLC i NCD, przed i po
traktowaniu ich drobnoustrojami, spektroskopii
ramanowskiej pozwolito na zaobserwowanie ubytku fazy
grafitowej na powierzchni niektérych probek. Przykiad
spektrograméw Ramana dla probek poddanych dziataniu
plesni Aspergillus niger przedstawiono na RYS.5. Jak
wiadomo warstwy wytwarzane metodg RF PCVD sa
zbudowane gtéwnie z dwdch faz: o hybrydyzacji atoméw
sp? (typowych dla grafitu) i sp® (typowych dla diamentu).
Spektra pokazaty, ze niektére drobnoustroje
prawdopodobnie wykazujg zdolno$¢ usuwania grafitu z
powierzchni powtok weglowych, o czym swiadczy¢ mogag
zmiany relacji miedzy dwoma widocznymi pikami
odpowiadajgcymi diamentowi (1340 cm™) i grafitowi (~1600
cm ™).

reference
1,
1 2 weeks
’3‘-13 ——4 weeks
S — 6weeks
20,8
£0,6 |
0,4
0,2 1
0 ‘ ‘ !
1100 1300 1500 1700

Raman shift (cm-1)

RYS. 5. Porownanie spektrogramow Ramana
otrzymanych z warstwy weglowej przed i po 2, 4 i
6 tygodniowej hodowli plesni Aspergillus niger.

FIG. 5. Comparison of Raman spectra obtained
for the diamond-like films: before (reference) and
after 2, 4 and 6 weeks of Aspergillus niger growth.

Dyskusja

Wiekszos$¢ z zastosowanych w badaniach drobnoustro-
jow obrosto powierzchnie pokryte warstwami DLC i NCD.
Jest to dowdd braku toksycznego wptywu tych powtok na

RYS. 4. Obraz SEM oraz mikroanaliza
rentgenowska prébek pokrytych warstwa DLC
przed (a) i po (b) hodowli plesni Aspergillus niger.
FIG. 4. SEM pictures and microanalysis of the
sample covered with DLC film before (a) and after
(b) growth of ASPERGILLUS NIGEr strain on its
surface, for about 3 months.

Significant differences between DLC and NCD coatings
before and after treatment with some microorganisms were
observed by means of the Raman spectroscopy - which is
the most suitable method to characterize the graphite phase.

The examples of Raman spectra for samples treated with
Aspergillus niger are presented in FIGURE 5. The two peaks
are referred to as a diamond (1340 cm™) and a graphite
peak (~1600 cm™'). The initial carbon coatings, which are
made by RF PCVD method, contains the mixture of sp? (typi-
cal of graphite) and sp?® (typical of diamond) hybrid carbon
atoms. The picture shows that the microorganisms can re-
move some graphite phase from DLC coatings.

Discussion

The majority of microbial strains used in the experiments
overgrew the surfaces covered with DLC and NCD layers.
It proves that these carbon coatings are not toxic for micro-
organisms. Furthermore, very strong adhesion of the fun-
gal mycelia to DLC and NCD coatings was noticed.

Among of the microorganisms listed in the TABLE 2, the
Aspergillus niger strain caused the strongest changes in
the thin carbon films. The results obtained indicate that apart
from the A. niger strain, the other filamentous fungi such as
Chaetomium globosum, Phanerochaete chrysosporium and
Mucor circinelloides as well as bacteria L. delbrueckii, Pseu-
domonas fluorescens and Nos-1a are highly active against
diamond coatings. Changes in the color of the diamond films
(FIG. 3a, 3b) resulted from appearing of the typical struc-
ture of medical stainless steel (FIG. 4b), and the Raman
spectra (FIG. 5) both indicated that the microorganisms
could remove the graphite from these coatings.

It is well-known that the carbon materials such as dia-
mond and graphite have significantly different chemical bond-
ing structure. There are double bonds between carbon at-
oms in the structure of graphite. It was assumed that these
bonds can be susceptible to chemical reactions, such as oxi-
dation/hydration, catalyzed by biological catalysts (enzymes).

Probably, enzymes and/or other metabolites produced by
microorganisms and released from the cells during their growth
have played an important role in the observed degradation
(modification?) of carbon coatings. The tested microscopic fungi
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mikroorganizmy. Zaobserwowano takze silng adhezje wie-
lu plesni i bakterii do warstw weglowych. Sposréd drobno-
ustrojow wymienionych w TABELI 2 plesnie Aspergillus
niger spowodowaty najwigeksze zmiany w strukturze powtok
diamento-podobnych. Analiza wszystkich powtok weglo-
wych po usunigciu z nich drobnoustrojow wskazuje, ze
warstwy te sg rowniez modyfikowane przez plesnie Cha-
etomium globosum, Phanerochaete chrysosporium, Mucor
circinelloides oraz bakterie Lactobacillus delbrueckii, Pseu-
domonas fluorescence, jednak w mniejszym stopniu niz
przez Aspergillus niger.

Charakterystyczna zmiana barwy warstw weglowych
(RYS. 3a, 3b) prowadzgca do ujawnienia struktury typowe;j
dla stali medycznej (RYS. 4b), oraz wyniki analizy widm Ra-
mana (RYS. 5) wskazuja, ze drobnoustroje moga naruszac
faze grafitowg obecng w powtokach. Hipoteze te postawiono
biorgc pod uwage réznice w chemicznej strukturze diamentu
i grafitu. W czasteczce grafitu wystepujg podwojne wigzania
pomiedzy atomami wegla o hybrydyzacji sp?. Sg to wigza-
nia, ktére mogg ulega¢ reakcjom utleniania bgdz redukcji.
Prawdopodobnie enzymy i/lub inne metabolity wytwarzane
przez drobnoustroje podczas ich wzrostu mogg odgrywac
istotng role w obserwowanej modyfikacji warstw weglowych.

Wykorzystane w badaniach drobnoustroje produkujg
wiele enzymow: rézne hydrolazy oraz oksydoreduktazy,
takie jak peroksydaza i oksydaza manganowa oraz lignino-
wa, oksydaza p-difenolowa (lakkaza) [8], jak rowniez w $ro-
dowisku ich wzrostu znajdowac sie moze wiele reaktyw-
nych substancji niskoczgsteczkowych - jony manganu(ll),
szczawiany, nienasycone kwasy ttuszczowe, ktére mogg
wspotuczestniczy¢é w degradaciji lub modyfikacjach powtok
diamentopodobnych.

Podsumowanie

Niektdre mikroorganizmy (szczegdlnie plesnie A. niger)
modyfikujg powierzchnie powtok DLC i NCD. Obserwacje
makro- i mikroskopowe oraz analiza rentgenowska (z SEM)
i ramanowska warstw weglowych po dziataniu drobnoustro-
jow wskazujg na usuwanie (?) fazy grafitowej. Niewatpli-
wie, nalezy rozwazy¢ mozliwo$c¢ zastosowania biokataliza-
toréw (enzymow lub catych komérek drobnoustrojow) do
modyfikacji twardych powtok weglowych.

ZASTOSOWANIE METODY
ELEMENTOW SKONCZO-
NYCH DO SYMULACJI
NAPREZEN POMIEDZY
WYPELNIENIAMI

A TKANKAMI ZEBA

Leszek KLIMEK, JACEK SAWICKI

INSTYTUT INZ/NIERI MATERIALOWEJ, POLITECHNIKI £ ODZKIEJ
90-924 t opZ uL. STEFANOWSKIEGO 1, PoLska

Streszczenie

Jedng z przyczyn nieskutecznosci stomatologicz-
nego leczenia zachowawczego mogg by¢ napreze-

are able to produce plenty of enzymes (biological catalysts),
for example various hydrolases, manganese and lignin
peroxidases, polyphenol oxidase and other oxidoreductases
[8] as well as a number of low-molecular substances, like
manganese(ll) ions, oxalates and unsaturated fatty acids and
their derivatives, which can contribute to the degradation of
thin carbon layer deposited on stainless steel.

Conclusion

Some microorganisms can selectively remove/modify(?)
the graphite phase of DLC and NCD thin carbon coatings.
Undoubtedly, the possibility of an application of the
biocatalysts (enzymes or whole cells of microorganisms)
for modification of the carbon coatings to modify (improve)
their properties should be taken into consideration.
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Abstract

The stresses present in the teeth tissues and at
the boundary between the fillet and the these tissues



