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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposdb otrzymywania mikro lub nanoczastkowego szkta bioaktyw-
nego, zawierajgcego tlenek krzemu (1V) (SiOz), tlenek fosforu (V) (P20s), tlenek wapnia (CaO) oraz
tlenek sodu (Naz20), wzbogaconego jonami metali albo jonami fluorkowymi albo nanoczastkami metali
albo nanoczastkami tlenkéw metali.

Bioaktywne szkta krzemianowo-fosforanowe znalazty zastosowanie w inzynierii tkankowej jako
implanty ceramiczne. Dzieki znacznej porowatosci ich struktury powierzchniowej, mozliwe jest ich trwate
potaczenie z przylegajaca tkanka. Bioaktywne szkta krzemianowo-fosforanowe wykazuja wysoka od-
porno$¢ na korozje i charakteryzuja sie korzystnymi parametrami wytrzymatosciowymi. Ich uzytecznosé
warunkowana jest szeregiem innych wtasciwosci zapewniajacych ich wysoka biozgodnos¢. W wyniku
kontaktu bioszkta z ptynami ustrojowymi, na jego powierzchni tworzy sie hydroksyapatyt weglowy, kto-
rego struktura jest zblizona do fazy mineralnej ko$ci. Jest to spowodowane dyfuzjg jondw i utworzeniem
warstwy powierzchniowej bogatej w krzem, ktéra nastepnie jest aktywowana poprzez wbudowanie sie
jonédw wapniowych i fosforanowych. W toku dalszych proceséw, w srodowisku lekko zasadowym, war-
stwa ta ulega krystalizacji z utworzeniem apatytu. Dodatkowo bioszkta ceramiczne wptywaja korzystnie
na rewaskularyzacje, czyli poszerzenie i udraznianie zwezonych naczyn krwionosnych. Maja réwniez
zdolnos¢ do zwiekszania przyczepnosci osteoblastow oraz aktywnosci enzymoéw. Szczegdlnie ko-
rzystna wiasciwoscia szkiet jest mozliwosé tworzenia potaczen z réznymi tkankami szkieletowymi
(chrzastka, kosci, tluszcz).

Znany jest z opisu patentowego US7192602B2 sposdb otrzymywania szkta krzemianowego
o wtasciwosciach antybakteryjnych, ktére zawiera: 20-70% mas. SiO2, 5-30% mas. Na20, 0-5%
mas. K20, 1-15% mas. P20s, 0—10% mas. B203, 4-30% mas. Ca0, 0—-2% mas. Ag20, 0-8% mas. ZnO,
0-5% mas. CuO, 0-8% mas. MgO, 0-7% mas. Al203, 0-5% mas. CeO2 i 0-2% mas. Fe20s3. Role
czynnikéw antymikrobiologicznych petnia tlenki srebra, miedzi i ceru, ktorych taczna zawartosé w pro-
dukcie nie przekracza 100 ppm.

Autorzy opisu patentowego US7141520B2 podaja sktad szklistego materiatu ceramicznego zwie-
rajacego 30—-65% mas. SiO2z, 5-30% mas. Na20, 5-30% mas. Ca0 i 0-15% mas. P20s. Dzieki dodat-
kowi jonéw srebra, ztota, cynku, miedzi lub ceru, w iloSci nie przekraczajacej 2% mas., kompozycja
zyskuje wtasciwosci biobdjcze.

W opisie patentowym US7223414B1 podano sposéb wytwarzania resorbowalnego krzemia-
nowo-fosforanowo-wapniowego kompozytu bioaktywnego, mogacego znalezé zastosowanie w trans-
porcie lekéw. Autor podaje, iz produkt dodaje sie do kompozycji farmaceutycznej, co skutkuje kontrolo-
wanym uwalnianiem substancji czynnych zachodzacym nawet przez 28 dni. Wedtug wynalazku, szkto
bioaktywne otrzymuje sie w wyniku temperaturowej obrobki jego komponentéw, zachodzacej w tempe-
raturze od 355 do 800°C.

Znany jest z opisu patentowego US8093166B2 sposob wytwarzania bioaktywnego szkta cera-
micznego, ktére moze znalez¢ zastosowanie w inzynierii tkankowej. Podstawowy sktad kompozycji za-
wiera SiOz, Naz0, K20, CaO i P20s. Dodatkowo, materiat moze by¢ wzbogacony o inne tlenki, m. in.
tytanu lub magnezu. Proces polega na doktadnym wymieszaniu prekursoréw tlenkéw i nastepnym
ich stapianiu w temperaturze 1360°C przez 3 godziny w celu otrzymania homogenicznego szkfa bioak-
tywnego.

Opis patentowy CN1361076 ujawnia bioaktywne szkto nanoczasteczkowe, ktérego rozmiar wy-
nosi 20-500 nm oraz sposéb jego wytwarzania. Szkto nanoczasteczkowe sktada sie z SiO2 w ilosci 42—
-90% wagowych, CaO w ilo$ci 5-30% wagowych, P20s 1-15% wagowych i Na20 w ilosci 0—-25% wa-
gowych. Sposdb otrzymywania tego szkta polega na tym, ze jony Ca albo Ca i Na w roztworze albo
w postaci soli nieorganicznej wprowadza sie do wody dejonizowanej, regulujac wartos¢ pH roztworu
poprzez dodanie NHsH albo NaOH. Nastepnie do roztworu dodaje sie mieszaning TEOS i TEP i cato$¢
sie miesza, a w skutek hydrolizy i polimeryzacji jony wapnia, fosforu i sodu wnikaja w sie¢ tworzona
przez dwutlenek krzemu i formuja czastki koloidalne biologicznego szkta, ktére tworza osad w roztworze
alkalicznym. Osad ten jest filtrowany i suszony.

Z publikacji Sibo Shen et al. ,Microwave aqueous synthesis of hydroxyapatite bilayer coating on
magnesium alloy for orthopedic application”, Chemical Engineering Journal 309 (2017) 278-287 znana
jest metoda otrzymywania warstwy hydroksyapatytowej na stopach magnezu. Zgodnie z ta metoda
otrzymuje sie materiat krystaliczny o litej strukturze.
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Z publikacji Enobong R. Essien et al. ,Economic route to sodiumcontaining silicate bioactive glass
scaffold”, Open Journal of Regenerative Medicine Vol. 1, No. 3, 33—40 (2012) znane jest szkio wytwo-
rzone metoda zol-zel o sktadzie 30,55% SiO2 — 28,57% Naz20 - 33,21% CaO - 7,67% P20s, a wiec
0 znacznie obnizonej zawarto$ci krzemu. Otrzymany materiat szklany w kontakcie z ptynami ustrojo-
wymi (SBF) spowodowat powstanie hydroksyapatytu weglowego (HCA).

Z publikacji Nicola Gargiulo et al. ,Silver-containing mesoporous bioactive Glass with improved
antibacterial properties”, J Mater Sci: Mater Med (2013) 24:2129-2135 zaprezentowano metode oparta
na wykorzystaniu uktadu etanolowego, otrzymaniu zolu i poddaniu go samoorganizacji indukowane;j
(EISA), a nastepnie kalcynacji zelu w 500°C. Takie warunki procesu doprowadzity do otrzymania mate-
riatu czesciowo skrytalizowanego zawierajacego wytacznie faze metaliczna srebra.

Nieoczekiwanie okazato sie, iZ mozliwe jest opracowanie bardzo prostej i energooszczednej me-
tody otrzymywania bioaktywnego szkta mikro i nanoczastkowego wzbogaconego jonami metali albo
jonami fluorkowymi albo nanoczastkami metali albo nanoczastkami tlenkéw metali nadajacego sie do
wytwarzania implantéw biomedycznych.

Sposéb otrzymywania mikro lub nanoczastkowego szkia bioaktywnego, zawierajacego tlenek
krzemu (1V) (SiOz), tlenek fosforu (V) (P20s), tlenek wapnia (CaO) oraz tlenek sodu (Naz0), wzbogaco-
nego jonami metali albo jonami fluorkowymi albo nanoczastkami metali albo nanoczastkami tlenkéw
metali wedtug wynalazku charakteryzuje sie tym, ze wodny roztwér prekursora tlenku krzemu miesza
sie z kwasem azotowym (V) albo kwasem chlorowodorowym, stosunek molowy kwasu azotowego (V)
albo chlorowodorowego do metakrzemianu sodu wynosi od 2 do 4, z otrzymanej zawiesiny wymywa sie
azotan (V) sodu albo chlorek sodu, nastepnie do zawiesiny w warunkach ciagtego mieszania dodaje sie
wodny roztwor prekursora tlenku fosforu albo prekursor tlenku fosforu w postaci statej, po czym do
powstate] mieszaniny wprowadza sie w warunkach ciagtego mieszania, wodorotlenek wapnia, a nastep-
nie wprowadza sie do niej:

1) wodny roztwér zawierajacy jony srebra, miedzi lub ztota; albo
2) wodny roztwdr zawierajacy jony srebra, miedzi lub ztota i roztwér wodny substancji o wtasciwo-
Sciach redukujacych jony metali i stabilizujacych rozmiar nanometryczny; albo
3) wodny roztwér soli fluoru; albo
4) zawiesine sporzadzona przez zmieszanie roztworu wodnego prekursora cynku, zelaza, miedzi
lub cyrkonu i roztworu wodorotlenku sodu,
po czym mieszanine poddaje sie procesowi hydrotermalnemu w polu promieniowania mikrofalowego,
w temperaturze od 200 do 250°C przez 10 do 20 min i przy cisnieniu od 20 do 40 bar, a w ostatnim
etapie otrzymana mieszanine suszy sie. Wodorotlenek wapnia otrzymuje sie poprzez dodanie wodnego
roztworu wodorotlenku sodu do wodnego roztworu prekursora tlenku wapnia.

Jako zrédto krzemu stosuje sie metakrzemian sodu pieciowodny (Na2SiO3-H20), jako zrédto wap-
nia stosuje sie azotan (V) wapnia czterowodny (Ca(NOz3)2:4H20), jako zrédto atomoéw sodu stosuje sie
wodorotlenek sodu (NaOH) albo wodorotlenek sodu (NaOH) i fosforan monosodowy (NaH2PQOa4), a pre-
kursorem tlenku fosforu (V) jest fosforan monosodowy (NaH2PO4) albo wodorofosforan diamonu
((NH4)2HPOa4).

W sposobie stosuje sie od 4,20 do 5,50 jednostek masowych NazSiOs-5H20, od 0,25 do 1,35
(NH4)2HPO4 albo od 0,20 do 1,25 NaHzPOs4, od 2,30 do 3,60 Ca(NOs3)2-4H20, od 0,08 do 1,20 NaOH.

W sposobie stosuje sie roztwory wodne o stezeniu od 15 do 40% Na2SiO3-5H20, od 5 do 40%
(NH4)2HPO4, od 2 do 40% NaH2PQO4, od 20 do 70% Ca(NO3)2:4H20, od 2 do 40% NaOH.

Do mieszaniny wprowadza sie (NH4)2HPOa4 albo NaH2PO4 w postaci state;.

W sposobie stosuje sie kwas azotowy (V) o stezeniu od 20 do 50% albo kwas chlorowodorowy
o stezeniu od 20 do 36%.

Mieszanine poddaje sie dziataniu mikrofal w naczyniu teflonowym reaktora mikrofalowego.

Zrédtem jondw srebra jest roztwér azotanu (V) srebra, jondw miedzi roztwor siarczanu miedzi
albo chlorku miedzi, jonéw ztota roztwér kwasu tetrachloroziotowego.

Stezenie roztwordéw wodnych zawierajacych jony metali wynosi od 0,001 mol/dm? do 1 mol/dm?,
korzystnie 0,1 mol/dm3.

Roztwory zawierajace jony metali wprowadzane sa w ilosci zapewniajacej zawarto$é jonéw metali
w szkle bioaktywnym od 0,5 do 2,0%.

Roztwory zawierajace jony metali wprowadzane sa w ilosci zapewniajacej zawartos¢ nanocza-
stek metali w szkle bioaktywnym od 50 do 100 mg/kg.
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Jako reduktor i stabilizator stosuje sie kwas szikimowy, kwas taninowy, kwas galusowy, kwas
elagowy, salicylan sodu albo winian sodowo-potasowy w iloéci stanowiacej stosunek molowy tego
zwigzku do jonéw metalu od 0,1 : 1 do 1: 1.

Stosuje sie roztwory wodne reduktora i stabilizatora o stezeniu od 0,001 mol/dm? do 1 mol/dm3,
korzystnie od 0,001 mol/dm? do 0,01 mol/dm3.

Zrédtem jonéw fluoru jest roztwér wodny fluorku sodu.

Stezenie roztworu fluorku sodu wynosi od 0,1 do 1 mol/dm3.

Roztwér fluorku sodu dodawany jest w ilosci zapewniajacej zawarto$¢ jondw fluorkowych w pro-
dukcie finalnym od 0,5% do 2,0%.

Jako zrédto jonow cynku (Il), zelaza (lll), cyrkonu (IV) lub miedzi (Il) stosuje sie odpowiednio
azotan (V) cynku, azotan (V) zelaza (lll), chlorek cyrkonylu, siarczan (VI) miedzi (Il) albo chlorek
miedzi (I1).

W sposobie stosuje sie wodny roztwdr soli zawierajacy jony metalu w stezeniu od 0,01 do
0,5 mol/dm3.

W sposobie stosuje sie wodorotlenek sodu o stezeniu od 0,2 do 2 mol/dm? w ilosci stanowiacej
stosunek molowy tego zwiazku do jonéw metaluod 1 :1do 2 : 1.

Zawartos¢ tlenku cynku, zelaza, cyrkonu albo miedzi w produkcie wynosi od 2 do 5%.

Proces suszenia prowadzi sie w temperaturze od 50°C do 110 przez 2 do 24 h.

Dodatek jondw lub nanoczastek srebra, miedzi albo ztota zapewnia wtasciwosci antymikrobiolo-
giczne kompozycji, a jony fluorkowe warunkuja jej wtasciwosci remineralizujace. Zgodnie z wynalaz-
kiem, wytworzone szkta bioaktywne réznia sie zawartoscia poszczegdlnych tlenkéw, ktéra moze sie
zmienia¢: SiOz2 40-50%, Naz20 20-30%, CaO 20-30%, P20s 2—10%. Zawarto$¢ jondw srebra oraz jo-
néw fluorkowych waha sie od 0,5 do 2,0% mas. Zawarto$¢ nanoczastek metali wynosi od 50 do
100 mg/kg. Materiat moze by¢ wzbogacony réwniez w nanoczastki tlenku cynku, zelaza, cyrkonu albo
miedzi wystepujace w ilosci od 2 do 5% mas. Szkta wytwarzane sa w procesie hydrotermalnym, w polu
promieniowania mikrofalowego.

Sredni rozmiar czastek nanokrystalicznego szkta bioaktywnego miesci sie w zakresie nano- i mi-
krometrycznym. Dzieki zmniejszeniu czastek do skali nano i mikrometrycznej, mozliwe jest osiagniecie
wyzszej aktywnosci produktu. Jest to spowodowane zwiekszonym stosunkiem powierzchni do objetosci
czastek oraz zwiekszonej objetosci poréw. Rozwiniecie powierzchni umozliwia szybsza dyfuzje jondow
oraz intensyfikuje adsorpcje biatek na powierzchni szkfa, dzieki czemu produkt wykazuje wyzsza aktyw-
nos¢ biologiczna.

Podstawa efektywnosci nanokrystalicznych szkiet krzemianowo-fosforanowych jest ich oddziaty-
wanie z tkankami. W wyniku kontaktu szkiet z ptynami ustrojowymi zawierajacymi jony wodorowe i hy-
droniowe, na ich powierzchni zachodza reakcje nieorganiczne oraz komérkowe, ktére prowadza do pro-
liferacji oraz zwapnienia i regeneracji kosci. Procesy rozpoczyna wymiana jonéw Na+ i Caz+ dyfundu-
jacych z powierzchni bioszkta z jonami H+ oraz H3sO+. Dalsze procesy biochemiczne prowadza do ak-
tywacji genu odpowiedzialnego za wywotanie o steostymulacji. Jest to uzaleznione od rozpuszczalno$ci
jondw krzemu i wapnia. Procesy adsorpcyjne maja charakter dynamiczny i regulowane sa réznymi czyn-
nikami, m. in. pH, morfologia szkfa, rozmiarem i porowatoscia czastek, stezeniem biatek.

Srebro w postaci jonowej lub nanoczastkowej charakteryzuje sie wysoka aktywnoscia biobodjcza,
dzieki czemu znalazto ono zastosowanie w walce z patogennym dziataniem drobnoustrojéw. Srebro
spowalnia funkcjonowanie mikroorganizméw poprzez ich dezaktywacje lub destrukcje. Jest ono czyn-
nikiem niszczacym szerokie spektrum bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich. Dziata bakteriobdjczo
réwniez wobec szczepdw opornych na antybiotyki. Dowiedziono, iz srebro moze by¢ réwniez skuteczna
bronia w walce z wirusami, gdyz hamuje ich replikacje. Hamuje takze dziatanie grzybow, m.in. Aspergil-
lus, Candida i Saccharomyces.

Dziatanie jonéw fluorkowych mozna okresli¢ jako wielokierunkowe. Preparaty zawierajace fluor
sprzyjaja wzmocnieniu zebiny. Jest to spowodowane obecnoscia fluoroapatytu powstatego poprzez za-
stapienie jonéw hydroksylowych jonami fluorkowymi. Dodatek jonéw fluoru do kompozycji szklanej
moze réwniez spowodowaé wzmocnienie i zwiekszenie wytrzymatosci np. struktury zeba. Jony fluoru
charakteryzuja sie réwniez wysoka skutecznoscia przeciwpréchnicza. Dzieki pokryciu powierzchni zeba
cienkim filmem zawierajacym zwiazki fluoru, mozliwa jest remineralizacja szkliwa zachodzaca wskutek
powolnego, ale ciagtego uwalniania sie fluoru i jego wbudowania sie w strukture zeba.

Wynalazek ilustruja ponizsze przyktady:



PL 240 969 B1 5

Przyktad 1

Do 20 j.m. H20 wprowadzono 5 j.m. NazSiO3-5H20 i zmieszano. Do otrzymanego roztworu przy
ciagtym mieszaniu wkroplono 9,9 j.m. 30% roztworu HNOs. Nastepnie powstata zawiesine przesaczono,
a osad przemyto woda dejonizowana. Do odsaczonego osadu dodano 30 j.m. wody dejonizowanej. Do
otrzymanej zawiesiny dodano wodny roztwér NaH2PO4 otrzymany przez zmieszanie 0,32 j.m. soli
z 5j.m. H20, a nastepnie zawiesine Ca(OH)z2. W celu stracenia wodorotlenku wapnia przy ciagtym mie-
szaniu do roztworu azotanu(V) wapnia dodano wodorotlenek sodu. Roztwér azotanu(V) wapnia otrzy-
mano z 2,8 j.m. Ca(NOa)2-4H20 i 5 j.m. H20, a wodorotlenek sodu 2 0,95 j.m. NaOH i 4,75 j.m. H20. Do
utworzonej mieszaniny wprowadzono 15 j.m. roztworu wodnego AgNO3 o stezeniu 0,1 mol/dm?3. Po-
wstata mieszanine, w celu przeprowadzenia procesu hydrotermalnego, przeniesiono do zamknietego
naczynia teflonowego i umieszczono w reaktorze mikrofalowym. Proces prowadzono przy mocy mikrofal
650 W przez 10 minut. Temperatura procesu osiagneta 210°C, natomiast cisnienie 40 baréw. Po pro-
cesie hydrotermalnym osad odsgczono i suszono w temperaturze 70°C przez 12 h. Otrzymano szkto
o sktadzie (% molowy) 47,2 SiOz — 23,8 CaO - 26,4 Na20 — 2,7 P205 i 0,5% zawartosci Ag*. Otrzymany
materiat ma postac igiet o nanometrycznym rozmiarze (przekréj poprzeczny ok. 80 nm) oraz mikrome-
trycznych aglomeratéw nanometrycznych czastek kulistych (40-100 nm).

Przyktad 2

Z 1,194 j.m. NazSiO3-5H20 oraz 1,5 j.m. H20 przygotowano wodny roztwér metakrzemianu sodu,
do ktérego w warunkach ciagtego mieszania, w temperaturze pokojowej wkroplono 1,141 j.m. roztworu
kwasu chlorowodorowego o stezeniu 36%. Do powstatej zawiesiny tlenku krzemu (V) dodano roztwér
sporzadzony z 0,198 j.m. (NH4)2HPO4 i 1,0 j.m. H20. Do powstatej mieszaniny, w warunkach ciggtego
mieszania, w temperaturze pokojowej dodano zawiesine wodorotlenku wapnia, ktéra stracono wcze-
$niej w warunkach ciggtego mieszania i w temperaturze pokojowej poprzez dodanie 0,245 j.m. NaOH
w 6,0 j.m. H20 do wodnego roztworu azotanu (V) wapnia otrzymanego z 0,724 j.m. Ca(NQO3)2:4H20
i 6,0 j.m. H20. Do mieszaniny wprowadzono nastepnie zawiesine wodorotlenku cynku, ktéra stracono
wczesniej w warunkach ciagtego mieszania i w temperaturze pokojowej poprzez dodanie 0,053 j.m.
NaOH rozpuszczonego w 2,0 jm. H20 do roztworu otrzymanego przez rozpuszczenie 0,196 j.m.
Zn(NOz3)2-6H20 w 4,0 j.m. H20.

W wyniku tego otrzymano koricowa mieszanine reakcyjna, ktéra przeniesiono do zamknietego
naczynia teflonowego, ktére umieszczono w reaktorze mikrofalowym w celu przeprowadzenia procesu
hydrotermalnego. Proces prowadzono przy mocy mikrofal 600 W przez 15 minut. Temperatura procesu
osiagneta 200°C, natomiast ci$nienie 40 baréw. Po procesie hydrotermalnym osad odsaczono, prze-
myto woda dejonizowang i suszono w temperaturze 110°C przez 2 h. Otrzymano szkto o sktadzie
(% molowy) 42,75 SiOz — 23,28 CaO — 23,28 Naz0 — 5,70 P20s — 5,00 ZnO. Otrzymany materiat cha-
rakteryzuje sie ok. 45 nm rozmiarem czastek kulistych.

Przyktad 3

Z 1,194 j.m. Naz2SiO3-5H20 oraz 1,5 j.m. H20 przygotowano wodny roztwér metakrzemianu sodu,
do ktérego w warunkach ciagtego mieszania, w temperaturze pokojowej wkroplono 1,141 j.m. roztworu
kwasu chlorowodorowego o stezeniu 36%. Do powstatej zawiesiny tlenku krzemu (1V) dodano roztwér
sporzadzony z 0,198 j.m. (NH4)2HPO4 i 1,0 j.m. H20. Do powstatej mieszaniny, w warunkach ciggtego
mieszania, w temperaturze pokojowej dodano zawiesine wodorotlenku wapnia, ktéra stracono wcze-
$niej w warunkach ciggtego mieszania i w temperaturze pokojowej poprzez dodanie 0,245 j.m. NaOH
w 6,0 j.m. H20 do wodnego roztworu azotanu (V) wapnia otrzymanego z 0,724 j.m. Ca(NO3)2:4H20
i 6,0 j.m. H20. Nastepnie do mieszaniny wprowadzono 0,726 j.m. roztworu chlorku miedzi (ll) o stezeniu
0,00174 mol/dm3, a nastepnie 0,080 j.m. roztworu kwasu taninowego o stezeniu 0,00787 mol/dm3.

W wyniku tego otrzymano korncowa mieszanine reakcyjna, ktéra przeniesiono do zamknietego
naczynia teflonowego, ktére umieszczono w reaktorze mikrofalowym w celu przeprowadzenia procesu
hydrotermalnego. Proces prowadzono przy mocy mikrofal 600 W przez 10 minut. Temperatura procesu
osiagneta 200°C, natomiast ci$nienie 40 baréw. Po procesie hydrotermalnym osad odsaczono, prze-
myto woda dejonizowang i suszono w temperaturze 110°C przez 2 h. Otrzymano szkto o sktadzie
(% molowy) 44,00 SiOz2 — 25,13 CaO - 25,13 Naz20 - 6,95 P20s oraz zawarto$ci nanoczastek miedzi
réwnej 100 mg/kg. Otrzymany materiat charakteryzuje sie ok. 200 nm rozmiarem czastek kulistych szkiet
z wbudowanymi nanoczastkami miedzi.
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Przyktad 4

Do 20,0 j.m. H20 wprowadzono 5,0 j.m. NazSiO3-5H20 i zmieszano. Do otrzymanego roztworu
przy ciagtym mieszaniu wkroplono 9,9 j.m. 30% roztworu HNOs. Nastepnie powstata zawiesine przesa-
czono, a osad przemyto woda dejonizowang. Do odsaczonego osadu dodano 30 j.m. wody dejonizo-
wanej. Do otrzymanej zawiesiny dodano wodny roztwér NH:2HPO4 otrzymany przez zmieszanie
0,32 j.m. soli z 5,0 j.m. H20, a nastepnie zawiesine Ca(OH)2. W celu stracenia wodorotlenku wapnia
przy ciagtym mieszaniu do roztworu azotanu(V) wapnia dodano wodorotlenek sodu. Roztwér azo-
tanu(V) wapnia otrzymano z 2,8 j.m. Ca(NOs)2:4H20 i 5,0 j.m. H20, a wodorotlenek sodu z 0,95 j.m.
NaOH i 4,75 jm. H20. Do utworzonej mieszaniny wprowadzono 5,0 j.m. roztworu NaF o stezeniu
0,328 mol/dm3. Powstata mieszanine, w celu przeprowadzenia procesu hydrotermalnego, przeniesiono
do zamknietego naczynia teflonowego i umieszczono w reaktorze mikrofalowym. Proces prowadzono
przy mocy mikrofal 650 W przez 10 minut. Temperatura procesu osiagneta 220°C, natomiast cinienie
40 baréw. Po procesie hydrotermalnym osad odsgczono i suszono w temperaturze 70°C przez 12 h.
Otrzymano szkto o sktadzie (% molowy) 47,2 SiO2— 23,8 CaO - 26,4 Na20 — 2,7 P20s i 1,0% zawartosci
F-. Otrzymany materiat ma postac igiet i ptatkéw o nanometrycznym rozmiarze czastek.

Przyktad 5

Szkto o skfadzie (% molowy) 47,2 SiO2 — 23,8 CaO - 26,4 Na2x0O - 2,7 P20s i 1,0% zawarto-
&ci F- ustabilizowano termicznie przez 3 h w 700°C, a nastepnie przy uzyciu prasy hydraulicznej typu
PLH-25T o nacisku 70 bar uformowano z niego pastylki o wymiarach 10 x 2 mm. Nastepnie pastylki
o masie ok. 0,25 g umieszczono w pojemnikach polietylenowych i dodano do nich 25 cm? ptynu SBF,
sztucznej sliny albo wody dejonizowanej. Pojemniki szczelnie zamknieto i inkubowano w temperaturze
37°C. Probki usuwano z inkubatora w okresach 6 h, 24 h, 48 h, 72 h oraz 240 h. Wszystkie roztwory
przesaczono i poddano analizom.

Pomiar stezenia jonéw wapnia i sodu dokonywano metoda AAS. Stezenie jondw fosforanowych
badano metoda spektrofotometryczna, natomiast stezeniu jonéw fluorkowych metoda potencjome-
tryczna z zastosowaniem elektrody jonoselektywnej. Pomiar pH wykonano przy pomocy pH-metru wy-
posazonego w elektrode zespolona.

We wszystkich bioaktywnych szktach krzemianowo-fosforanowych z dodatkiem jonéw fluorko-
wych zaobserwowano wzrost pH. Najbardziej jest to widoczne w pierwszych 40 godzinach inkubacji.
Wozrost pH jest zwiazany z wymiana jonéw Ca?*, HPQ4?, POs% oraz Na* z jonami H* lub H3O* miedzy
badanym materiatem a symulowanym ptynem. Wzrost steZzenia jonéw fosforanowych oraz jonéw wap-
niowych zwiazany jest z ich wymiana miedzy roztworem, a badanym materiatem. Koncowym efektem
jest wytworzenie warstwy apatytu.

Dodatek jondw fluorkowych do bioaktywnego szkta krzemianowo-fosforanowego nie spowodowat
znaczacych zmian w pH oraz stezeniach jonéw. Mozna wnioskowa¢, ze dodatek jonéw F- nie wptywa
na procesy wymiany jondw i krystalizacje. Badano rowniez ilos¢ uwalnianych jonéw fluorkowych. Uwal-
nianiu F- z materiatu inkubowanego w ptynie imitujacym srodowisko jamy ustnej, pozwala wnioskowac
o przydatnosci materiatu do zastosowania go w stomatologii, poniewaz jony fluoru dziataja przeciw-
préchniczo.

Badania sktadu fazowego XRD inkubowanych bioaktywnych szkiet krzemianowo-fosforanowych
potwierdzaja obecnos$é hydroksyapatytu na powierzchni materiatéw. Badania sktadu fazowego wyka-
zaty, Ze w bioaktywnym szkle krzemianowo-fosforanowym z dodatkiem jonéw fluorkowych po inkubaciji,
faza dominujaca jest krzemian sodowo-wapniowy CasNazSisOs. Fazy towarzyszace to: Cas(POa4)3(OH),
CazP207, CaSiOs, Cas(PQOa4)sF, NasCas(POa4)4F.

Obrazy SEM powierzchni badanego materiaty po 10 dniach inkubacji w ptynach symulujacych
wyraznie wykazuja zmiany zachodzace w morfologii badanego materiatu. W probkach bioaktywnego
szkta po inkubacji w wodzie dejonizowanej, sztucznej slinie oraz sztucznym osoczu krwi, zaobserwo-
wano nowa warstwe w poréwnaniu z prébkami przed inkubacja. Swiadczy to o bioaktywnosci materiatu.
Badania XRD oraz FTIR potwierdzity obecnos¢ hydroksyapatytu. Bioaktywne szkta z dodatkiem jonow
fluorkowych po inkubacji tworza znacznie wieksza warstwe powstatych zwiazkéw niz bioaktywne szkia
bez dodatkéw. Obecno$¢ jondw fluorkowych wptywa wiec na proces krystalizacji apatytu.

Przyktad 6

Celem prowadzonych badan byto sprawdzenie wystepowania wtasciwos$ci bakteriostatycznych
oraz bakteriobdjczych prébek nanomateriatéw z dodatkiem nanoczastek srebra okreslonej technologii
wytwarzania poprzez wyznaczenie odpowiednich efektywnych stezen. Zgodnie kryterium PN EN
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1040:2006 badany preparat posiada wtasciwos$ci bakteriobodjcze w przypadku, gdy uzyskuje sie wskaz-
nik redukciji ilo$ci bakterii testowych o 5 log1o w 1 z 3 sprawdzanych kolejnych stezen. Zaobserwowanie
spadku ilosci bakterii testowych ponizej 5 logio w warunkach prowadzonych badan $wiadczy, iz badana
substancja posiada wiasciwosci bakteriostatyczne, czyli wptywa na hamowanie wzrostu i rozmnazania
bakterii.

Przedmiotem badan byty ustabilizowane termicznie przez 3 h w 700°C materiaty szkliste: szkto
bioaktywne o sktadzie 47,2 SiOz — 23,8 CaO - 26,4 Na20 — 2,7 P20s, ktére stanowito kontrole oraz trzy
szkta o identycznym skfadzie ale zawierajace odpowiednio 0,5%, 1,0% i 2,0% srebra. Z prébek w po-
staci statych, suchych proszkéw przygotowano nawazki, ktére rozcienczono z uzyciem sterylnej wody,
przeznaczonej do badan mikrobiologicznych uzyskujac zawiesiny wodne. Badaniu poddano trzy rézne
stezenia produktu. Stezenia zmieniaty sie w postepie geometrycznym ze wspotczynnikiem 2, tzn. z dwu-
krotnym rozcienczeniem.

W badaniu zastosowano zgodnie z metoda badawcza 2 szczepy wzorcowe bedace przedstawi-
cielami bakterii G (-): Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 oraz bakterii G (+): Staphylococcus au-
reus ATCC 6538, wobec ktérych sprawdzana byta aktywno$¢ biostatyczna i biobdjcza.

Testowe zawiesiny komorek bakterii zostaty przygotowane z hodowli w fazie logarytmicznego
wzrostu w formie roboczych roztworéw w ptynie Ringera o stezeniu na poziomie 1,0-108 do 5-108 jtk/ml.

W przypadku badania wobec szczepu Staphylococcus aureus ATCC 6538 w | etapie badan 0,2 g
nawazki kazdej z badanych probek o stezeniach wyjsciowych 0,5%, 1% oraz 2% rozcienczono do 2 ml
woda i pobrano 0,8 ml przygotowanej prébki, do ktérej dodano 0,1 ml wody + 0,1 ml testowej zawiesiny
bakterii uzyskujac odpowiednio 0,04%, 0,08% oraz 0,16% stezenie badane] probki w trakcie badania.
W przypadku badania wobec szczepu Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 w | etapie badan
0,2 g nawazki badanych prébek o stezeniach wyjsciowych 0,5%, 1% oraz 2% rozciernczono do 2 ml
woda i pobrano 0,2 ml kazdej z przygotowanych probek, do ktérych dodano 0,7 ml wody + 0,1 ml testo-
wej zawiesiny bakterii uzyskujac odpowiednio 0,01%, 0,02% oraz 0,04% stezenie badanej probki w wa-
runkach badania.

W Il etapie badan po okre$lonym czasie kontaktu wynoszacym 1, 5, 15, 30, 60, 120 min w tem-
peraturze 20 + 10°C pobierano jednakowa objeto$¢ badanej mieszaniny (0,1 ml), ktéra dodawano do
odpowiednio dobranego neutralizatora (0,9 ml) o sktadzie: Tween 80 (30 g/L), saponina (30 g/L), lecy-
tyna (3 g/L). W badaniu zastosowano metode rozciericzania — neutralizowania, stuzaca znoszeniu dzia-
tania badanej substancji czynnej po okreslonym czasie dziatania. Po czasie neutralizacji wynoszacym
5 min 1 ml badanej zawiesiny z neutralizatorem przeniesiono systemem dwuptytkowym po 0,5 ml na
podtoze odzywcze TSA (Tryptic Soy Agar) i poddano inkubacji w temp. 370°C w ciagu 24 h. Stezenia
testowej zawiesiny bakterii przygotowanej do badania (N) znajdowaty sie na poziomie 1,0-5,0-108 jtk/ml,
natomiast warto$¢ poczatkowa w badanych prébkach (NO) wynosita 1,0-5,0-10° jtk/ml. W przypadku
uzyskania odpowiedniego spadku ilosci bakterii badanego szczepu zostata ustalona liczba bakterii,
ktére przezyty po okreslonym czasie dziatania badanych prébek. Réwnoczesnie przygotowano serie
prébek kontrolnych, niezawierajacych srebra, ktére znalazty sie w takim samym czasie kontaktu z ba-
danym szczepem co prébka ze srebrem. Po 24 h inkubacji w temp. 370°C dokonano odczytu jakoscio-
wego oraz ilosciowego szczepdw i obliczono wskaznik redukcji w warunkach prowadzonego badania.

W trakcie prowadzonych badarn zaobserwowano wiasciwosci bakteriostatyczne i bakteriobdjcze
badanych prébek, ktére wykazuja efektywne dziatanie bakteriobdjcze wobec Pseudomonas aeruginosa
ATCC 15442 przy 4-krotnie nizszym stezeniu i krétszym czasie dziatania preparatu w poréwna-
niu do dziatania wobec Staphylococcus aureus ATCC 6538. Préobki uzyskaty wysoki wskaznik redukciji
0 5-6 log w ciagu 60 min wobec 2 szczepow testowych uwzglednionych w metodzie badawczej i tym
samym spetnity kryteria normy PN EN 1040:2006.

Podczas prowadzonych badarn zaobserwowano efekt zwiekszajacej sie odpowiednio efektywno-
&ci dziatania biobdjczego probek wraz ze zwiekszajacym sie stezeniem srebra oraz réwnoczesnego
skracania sie efektywnego dziatania biobdjczego, ktére dla prébek o stezeniu 0,01%, 0,02%, 0,04%
wynosi odpowiednio 15 min, 5 min i 1 min wobec bakterii Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442.
W odniesieniu do bakterii Staphylococcus aureus ATCC 6538 zaobserwowano ta sama prawidtowos¢
oddziatywania biobdjczego, ktéra dla probek o stezeniu 0,04%, 0,08%, 0,16% wynosi odpowiednio
120 min, 60 min i 30 min. Prébki o stezeniu 0,04%, 0,08%, 0,16% badane wobec bakterii Staphylococ-
cus aureus ATCC 6538 wykazaty wysokie dziatanie bakteriostatyczne, siegajace w zaokragleniu wskaz-
nika redukcji 5 log odpowiednio dla czasu dziatania 60 min, 30 min i 15 min. Na podstawie uzyskanych
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wynikéw badan nalezy przyjac, ze ustalone stezenie aktywne prébki ze srebrem dziatajace efektywnie
wobec obu badanych szczepdw wynosi 0,04% przy czasie dziatania 120 min.

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan badane probki w odpowiednich stezeniach pretenduja
do zakwalifikowania do grupy srodkéw o wiasciwosciach antymikrobiologicznych.

10.

11.

Zastrzezenia patentowe

. Sposéb otrzymywania mikro lub nanoczastkowego szkta bioaktywnego, zawierajacego tlenek

krzemu (1V) (SiOz2), tlenek fosforu (V) (P20s), tlenek wapnia (CaO) oraz tlenek sodu (Naz0),

wzbogaconego jonami metali albo jonami fluorkowymi albo nanoczastkami metali albo nano-

czastkami tlenkéw metali, znamienny tym, ze wodny roztwér prekursora tlenku krzemu mie-

sza sie z kwasem azotowym (V) albo kwasem chlorowodorowym, stosunek molowy kwasu

azotowego (V) albo chlorowodorowego do metakrzemianu sodu wynosi od 2 do 4, z otrzyma-

nej zawiesiny wymywa sie azotan (V) sodu albo chlorek sodu, nastepnie do zawiesiny w wa-

runkach ciagtego mieszania dodaje sie wodny roztwér prekursora tlenku fosforu albo prekur-

sor tlenku fosforu w postaci statej, po czym do powstatej mieszaniny wprowadza sie w warun-

kach ciagtego mieszania, wodorotlenek wapnia, a nastepnie wprowadza sie do niej:

1) wodny roztwdr zawierajacy jony srebra, miedzi lub ztota; albo

2) wodny roztwor zawierajacy jony srebra, miedzi lub ztota i roztwér wodny substancji o wiasci-
wosciach redukujacych jony metali i stabilizujacych rozmiar nanometryczny; albo

3) wodny roztwér soli fluoru; albo

4) zawiesine sporzadzona przez zmieszanie roztworu wodnego prekursora cynku, zelaza, mie-
dzi lub cyrkonu i roztworu wodorotlenku sodu,

po czym mieszanine poddaje sie procesowi hydrotermalnemu w polu promieniowania mikro-

falowego, w temperaturze od 200 do 250°C przez 10 do 20 min i przy ci$nieniu od 20 do

40 bar,

a w ostatnim etapie otrzymana mieszanine suszy sie.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze jako zrédfo krzemu stosuje sie metakrzemian

sodu pieciowodny (NazSiO3-5H20), jako zrédto wapnia stosuje sie azotan (V) wapnia cztero-

wodny (Ca(NOs3)2:4H20), jako zrédto atomoéw sodu stosuje sie wodorotlenek sodu (NaOH) albo

wodorotlenek sodu (NaOH) i fosforan monosodowy (NaHzPOa), a prekursorem tlenku fosforu

(V) jest fosforan monosodowy (NaH2PO4) albo wodorofosforan diamonu ((NHa4)2HPOa).

Sposéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze stosuje sie od 4,20 do 5,50 jednostek maso-

wych NazSiO3-5H20, od 0,25 do 1,35 (NH4)2HPO4 albo od 0,20 do 1,25 NaH2PO4, od 2,30 do

3,60 Ca(NOs3)2-4H20, od 0,08 do 1,20 NaOH.

Sposéb wedtug zastrz. 2 albo 3, znamienny tym, ze stosuje sie roztwory wodne o stezeniu

od 15 do 40% NazSi03-5H20, od 5 do 40% (NH4)2HPO4, od 2 do 40% NaH:POa, od 20 do

70% Ca(NO3)2-4H20, od 2 do 40% NaOH.

Sposéb wedtug zastrz. 2 albo 3, znamienny tym, Ze do mieszaniny wprowadza sie

(NH4)2HPO4 albo NaH2PO4 w postaci state;.

Sposéb wedtug dowolnego z poprzedzajacych zastrz., znamienny tym, ze stosuje sie kwas

azotowy (V) o stezeniu od 20 do 50% albo kwas chlorowodorowy o stezeniu od 20 do 36%.

Sposéb wedtug dowolnego z poprzedzajacych zastrz., znamienny tym, ze mieszanine pod-

daje sie dziataniu mikrofal w naczyniu teflonowym reaktora mikrofalowego.

Sposéb wedtug dowolnego z poprzedzajacych zastrz., znamienny tym, ze zrédtem jonow

srebra jest roztwér azotanu (V) srebra, jondw miedzi roztwér siarczanu miedzi albo chlorku

miedzi, jonéw ztota roztwdr kwasu tetrachloroziotowego.

Sposéb wedtug zastrz. 8, znamienny tym, ze stezenie roztworéw wodnych zawierajacych

jony metali wynosi od 0,001 mol/dm?® do 1 mol/dm?3, korzystnie 0,1 mol/dm?3.

Sposéb wedtug zastrz. 8 albo 9, znamienny tym, ze roztwory zawierajgce jony metali wpro-

wadzane sg w ilodci zapewniajacej zawartos¢ jondw metali w szkle bioaktywnym od 0,5

do 2,0%.

Sposéb wedtug zastrz. 8 albo 9, znamienny tym, ze roztwory zawierajgce jony metali wpro-

wadzane sa w ilo$ci zapewniajacej zawartos¢ nanoczastek metali w szkle bioaktywnym od 50

do 100 mg/kg.
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Sposdb wedtug dowolnego z zastrz. od 8 do 11, znamienny tym, ze jako reduktor i stabilizator
stosuje sie kwas szikimowy, kwas taninowy, kwas galusowy, kwas elagowy, salicylan sodu
albo winian sodowo-potasowy w ilosci stanowiacej stosunek molowy tego zwiazku do jonéw
metaluod 0,1 :1do1:1.

Sposéb wedtug zastrz. 12, znamienny tym, Ze stosuje sie roztwory wodne reduktora i stabi-
lizatora o stezeniu od 0,001 mol/dm?® do 1 mol/dm3, korzystnie od 0,001 mol/dm? do
0,01 mol/dm3.

Sposdb wedtug dowolnego z zastrz. od 1 do 13, znamienny tym, ze zrédtem jonéw fluoru jest
roztwor wodny fluorku sodu.

Sposéb wedtug zastrz. 14, znamienny tym, ze stezenie roztworu fluorku sodu wynosi od 0,1
do 1 mol/dm3.

Sposéb wedtug zastrz. 15, znamienny tym, Ze roztwér fluorku sodu dodawany jest w iloSci
zapewniajacej zawarto$¢ jonow fluorkowych w produkcie finalnym od 0,5% do 2,0%.

Sposéb wedtug dowolnego z zastrz. od 1 do 7, znamienny tym, ze jako zrodto jondw cynku
(I, zelaza (1), cyrkonu (IV) lub miedzi (ll) stosuje sie odpowiednio azotan (V) cynku, azotan
(V) zelaza (lll), chlorek cyrkonylu, siarczan (VI) miedzi (ll) albo chlorek miedzi (ll).

Sposéb wedtug zastrz. 17, znamienny tym, ze stosuje sie wodny roztwér soli zawierajacy
jony metalu w stezeniu od 0,01 do 0,5 mol/dm?3.

Sposéb wedtug zastrz. 17 albo 18, znamienny tym, Ze stosuje sie wodorotlenek sodu o ste-
zeniu od 0,2 do 2 mol/dm? w ilo$ci stanowiacej stosunek molowy tego zwiazku do jonéw me-
taluod1:1do2:1.

Sposéb wedtug zastrz. 17 albo 18 albo 19, znamienny tym, ze zawartos¢ tlenku cynku, ze-
laza, cyrkonu albo miedzi w produkcie wynosi od 2 do 5%.

Sposéb wedtug dowolnego z poprzedzajgcych zastrz., znamienny tym, Zze proces suszenia
prowadzi sie w temperaturze od 50°C do 110 przez 2 do 24 h.



