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Wykaz skrótów 

 

BET – metoda określania powierzchni właściwej ciał stałych 

DLS – z ang. Dynamic Light Scattering - Dynamiczne rozpraszanie światła 

DNA – kwas deoksyrybonukleinowy 

FAAS – z ang. Flame Atomic Absorption Spectrometry - płomieniowa spektroskopia absorpcji 

atomowej 

FTIR – z ang. Fourier-transform infrared spectroscopy – spektroskopia w podczerwieni 

ICP-OES – z ang. inductively coupled plasma – optical emission spectroscopy – atomowa 

spektroskopia emisyjna 

LALLS – z ang. Low-angle laser light scattering – Nisko kątowe rozpraszanie światła 

laserowego  

LDH – dehydrogenaza mleczanowa z ang. Lactate dehydrogenase – test oznaczania 

cytotokcyczności 

LPS – lipopolisacharyd  

OD – z ang. optical density – gęstość optyczna 

bde – z ang. below detection limit – poniżej poziomu oznaczalności 

PTFE – politetrafluoroetylen 

RPMI -1640 – pożywka do hodowli komórkowych 

SBF – z ang. Simulated Body Fluid – roztwór symulujący osocze krwi 

SEM – EDS – z ang. Energy Dispersive Spectroscopy - skaningowa mikroskopia elektronowa 

z systemem EDS  

TEOS – tetraethoxysilan 

TG/DTA – termiczna analiza grawimetryczna / różnicowa analiza termiczna 

WBC – z ang. whole blood culture - posiew pełnej krwi  

WST-1 – test oznaczania cytotokcyczności 

XRD – dyfrakcja rentgenowska 
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Streszczenie 

 

W ostatnich latach prowadzonych jest wiele badań nad opracowywaniem nowych 

rozwiązań technologicznych mających na celu zaprojektowanie i wytworzenia nowej generacji 

biomateriałów, które bardziej nadawałyby się do zastępowania uszkodzonych tkanek 

i wspierania ich regeneracji. Wśród biomateriałów nowej generacji, przeznaczonych do 

leczenia ubytków tkanki kostnej ważną rolę odgrywają bioszkła i kompozyty polimerowo-

ceramiczne. Celem pracy było opracowanie sposobu otrzymywania szkieł metodą zol-żel 

z układu SiO2-CaO-P2O5 wzbogaconych w cynk lub stront dla zastosowań w chirurgii 

i ortopedii. Postawiono tezę, że poprzez zmianę warunków wytwarzania i obróbki termicznej 

oraz wprowadzenie dodatków do więźby szkła możliwe jest wpływanie na strukturę, skład 

fazowy oraz zachowanie szkieł w środowisku biologicznym. W ramach pracy doktorskiej 

wytworzono szereg rodzajów bioszkieł, oceniono ich budowę i właściwości fizykochemiczne 

takie jak: struktura i skład chemiczny, mikrostruktura, rozwinięcie powierzchni i uziarnienie. 

Zbadano podatność opracowanych bioszkieł na degradację w środowisku wodnym oraz 

bioaktywność w roztworze symulującym środowisko biologiczne. Następnie przygotowano 

kompozyty składające się z bioszkła i osnowy polisacharydowej (chitozan lub mieszanina 

chitozanu i kwasu hialuronowego). Uzyskane materiały zbadano pod kątem ich właściwości 

bakteriobójczych w kontakcie ze szczepami Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa. 

Oceniono aktywność biologiczną szkieł w kontakcie bezpośrednim z komórkami kostnymi 

hFOB1.19 i MG63 oraz metodą pośrednią z komórkami A549. Wykazano, że badane bioszkła 

wzbogacone w stront lub cynk o różnym stopniu uporządkowania struktury i kompozyty z ich 

udziałem uwalniają jony Ca2+, Sr2+ lub Zn2+. Szybkość degradacji szkła zależała od temperatury 

obróbki termicznej oraz składu chemicznego. Dowiedziono, że obecność faz 

mikrokrystalicznych w szkle nie hamuje tworzenia wydzieleń hydroksyapatytu w teście 

inkubacji w symulowanym płynie fizjologicznym. Ekstrakty z wytworzonych biomateriałów 

nie wykazywały działania toksycznego na komórki i nie zwiększały w warunkach in vitro 

wytwarzania cytokin prozapalnych. Oznaczony poziom uwalnianych jonów Sr2+ nie był 

toksyczny i mieścił się w zakresie odpowiednim do stymulowania osteoindukcji. Natomiast 

obecność jonów cynku w więźbie szkła nadawała im właściwości bakteriobójcze. Uzyskane 

wyniki wykazały, że wytworzone kompozyty bioszkła/osnowa polisacharydowa posiadają 

obiecujące właściwości jako biomateriały do wypełniania i leczenia ubytków tkanki kostnej. 

 

 



7 
 

Abstract 

 

In recent years, a lot of research has been carried out on the development of new 

technological solutions aimed at designing and producing a new generation of biomaterials that 

would be more suitable for replacing damaged tissues and supporting their regeneration. Among 

the new generation biomaterials intended for the treatment of bone tissue defects, bioglasses 

and polymer-ceramic composites play an important role. The aim of this work was to develop 

a technique for obtaining glasses using the sol-gel method from the SiO2-CaO-P2O5 system 

enriched with zinc or strontium for applications in surgery and orthopedics. It was assumed that 

by changing the production and thermal treatment conditions and introducing additives into the 

glass structure, it is possible to influence the structure, phase composition and behavior of 

glasses in the biological environment. As part of the doctoral thesis, a number of types of 

bioglasses were manufactured and their structure and the physicochemical properties were 

determined, such as: structure and chemical composition, microstructure, specific surface area 

and grain size distribution. Susceptibility of the developed bioglasses to degradation in an 

aqueous environment and to bioactivity in a solution simulating the biological environment 

were investigated. Then, composites consisting of bioglass and a polysaccharide matrix 

(chitosan or a mixture of chitosan and hyaluronic acid) were prepared. The obtained materials 

were tested for their bactericidal properties in contact with Staphylococcus aureus and 

Pseudomonas aeruginosa strains. Biological activity of the glasses in direct contact with 

hFOB1.19 and MG63 bone cells and indirectly with A549 cells was assessed. It has been shown 

that the tested glasses enriched with strontium or zinc, with varying degrees of structure order, 

and composites containing them, release Ca2+, Sr2+ or Zn2+ ions. It has been proven that the 

presence of microcrystalline phases in glass does not inhibit the formation of hydroxyapatite 

precipitates in the incubation test in simulated body fluid. Extracts from the prepared 

biomaterials did not have toxic effect on cells and did not increase the production of pro-

inflammatory cytokines in vitro. The determined level of Sr2+ ions released was not toxic and 

was within the range favourable for osteoinduction stimulation. However, the presence of zinc 

ions in the glass structure provide them with bactericidal properties. The obtained results 

showed that the manufactured glasses/polysaccharide matrix composites have promising 

properties as biomaterials for filling and treating bone tissue defects. 
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1. Wprowadzenie 

 

Inżynieria tkankowa jest uważana za alternatywę dla tradycyjnych metod leczenia 

uszkodzonych tkanek i od momentu powstania na początku lat 90-tych XX w. obserwuje się jej 

coraz bardziej intensywny rozwój [1]. Wymaga ona użycia odpowiednich komórek, czynników 

stymulujących ich wzrost i różnicowanie oraz biomateriałów, pełniących rolę rusztowań [2][3]. 

Oczekuje się, że nowe innowacyjne biomateriały będą skutecznie wspomagać terapię wielu 

chorób zgodnie z podejściem inżynierii tkankowej oraz zgodnie z tradycyjnym podejściem, 

czyli gdy stosuje się je jako implanty wspomagające leczenie ubytków tkanek. Potrzeby 

dotyczą zarówno młodych jak i starszych pacjentów. Coraz większym wyzwaniem stają 

jednostki chorobowe będące konsekwencją urazów, nowotworów czy starzenia się układu 

szkieletowego. Według aktualnych prognoz Eurostatu społeczeństwo, szczególnie w krajach 

wysoko rozwiniętych, będzie się stawać coraz starsze. Obecnie wskaźnik obciążenia 

demograficznego, wyliczany jako stosunek liczby osób w wieku nieprodukcyjnym do liczby 

osób w wieku produkcyjnym, dla Polski wynosi 26,4%, a dla wszystkich krajów Unii 

Europejskiej 31,4% [4]. Zapotrzebowanie na biomateriały wciąż wzrasta, o czym świadczy 

szacunkowa roczna stopa wzrostu rynku biomateriałów ortopedycznych, która jest 

przewidywana na poziomie ok. 7% [5]. Jako główne czynniki powiększania światowego rynku 

wymieniany jest wzrost dotacji rządowych, wzrost popytu na implanty oraz rozwój badań nad 

biomateriałami.  

Podstawowym wymogiem dla biomateriałów, również tych stosowanych w układzie 

kostnym, jest ich nietoksyczność dla komórek organizmu i biozgodność. Szczególnie istotne są 

biomateriały, które posiadają zdolność integracji z tkankami oraz stymulowania procesów 

regeneracyjnych. Oczekuje się, że bioaktywny materiał przyszłości będzie zawierał kombinację 

pożądanych cech pozwalających na kontrolę właściwości mechanicznych, mikrostruktury, 

składu, uwalniania aktywnych molekuł promujących odbudowę kości oraz będzie cechował się 

kontrolowaną biodegradacją [2]. Bioaktywność i osteokondukcyjność wynikają ze zdolności 

do indukowania specyficznych odpowiedzi komórkowych prowadzących do szybszej 

regeneracji tkanki kostnej [6]. Natomiast na biozgodność biomateriału wpływa m.in. budowa 

chemiczna i obecne na powierzchni grupy funkcyjne [7][8]. Kolejnym ważnym wymogiem 

stawianym biomateriałom jest potencjał osteogenny [9]. Wytwarzane biomateriały mogą 

jednak wywoływać skutki uboczne tj. uczulenie, przewlekły stan zapalny a nawet reakcje 

prowadzące do odrzucenia implantu [10][11]. Komórkowa odpowiedź immunologiczna ma 

kluczowe znaczenie dla indukcji tych efektów, a odpowiada za nie wzmożona produkcja 
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cytokin prozapalnych, gdyż układ odpornościowy odgrywa kluczową rolę w naprawie 

i regeneracji tkanek [12][13].  

Wśród biomateriałów nowej generacji ważną rolę odgrywają bioszkła i biokompozyty 

polimerowo-ceramiczne [14]. Biopolimery w tym np. polisacharydy nadają kompozytom 

elastyczność i biodegradowalność [15][16]. Szczególne miejsce w prowadzonych badaniach 

zajmuje chitozan [17], który jest nietoksyczny, biokompatybilny i degraduje do nietoksycznych 

oligosacharydów [18] oraz kwas hialuronowy wykazujący wiele funkcji biologicznych 

[19][20].  

Od bioszkieł najnowszej generacji oprócz biozgodności, bioaktywności 

i bioresorbowalności oczekuje się stymulacji komórek przez uwalniane jony, aktywnej 

powierzchni i/lub dopasowanej struktury do zastępowanych tkanek. Dzięki takim 

właściwościom bioszkła powinny nie tylko wiązać się chemicznie z żywą tkanką, ale także 

wspomagać jej regenerację. Niektóre jony jak np. Sr2+ lub Zn2+ mają działanie stymulujące na 

komórki, dzięki czemu bioszkła mogą promować tworzenie kości. Natomiast z uwagi na łatwy 

systematyczny dobór składu chemicznego i wpływ na budowę wewnętrzną poprzez parametry 

wytwarzania, szkła są materiałem, z którego jony mogą być uwalniane w sposób kontrolowany. 

Bioszkła w kompozytach stanowią rusztowanie dla wzrostu tkanki kostnej i mogą nadawać im 

właściwości bioaktywne i antybakteryjne. Uwalniając z powierzchni jony np. Ca2+ bioszkła 

zaliczane są do materiałów o kontrolowanej reaktywności. Wymywane z ziaren bioszkła 

zasadotwórcze jony zwiększają pH środowiska w okolicy implantu, a żel kwasu krzemowego 

powstający na powierzchni szkła odgrywa ważną rolę w tworzeniu warstwy węglanowo-

apatytowej. Istnieją doniesienia literaturowe dotyczące wpływu produktów rozpuszczania 

bioszkła na ich właściwości [21], w tym osteogenezę i angiogenezę [22]. Zastąpienie CaO przez 

SrO w składzie chemicznym, sprzyja zwiększeniu proliferacji osteoblastów i aktywności 

fosfatazy alkalicznej (ALP) [23][24], ponadto jony strontu działają antybakteryjnie [25]. 

Oprócz strontu cynk jest jednym z ważnych składników, które mają stymulujący wpływ na 

proces odbudowy kości [21] i efektywność jej regeneracji [26][27]. Jak wykazano 

w doniesieniach literaturowych, jony cynku działają bakteriobójczo [28], stymulują 

proliferację, zwiększają gęstość kości, a także działają przeciwzapalnie. Natomiast ilość 

produktów rozpuszczania, czyli uwolnionych jonów, zależy bezpośrednio od struktury 

bioszkła. Bioszkła zawierające w składzie chemicznym ZnO lub SrO w połączeniu 

z chitozanem lub kwasem hialuronowym mogą stanowić obiecujące rozwiązanie dla medycyny 

regeneracyjnej [29][30]. Dodatkowo poprzez dobór odpowiednich parametrów obróbki 

termicznej bioszkieł, można zmieniać stopień uporządkowania ich struktury oraz skład fazowy. 
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Podsumowując, w poszukiwaniach nowych biomateriałów dąży się do opracowania 

wyrobu medycznego o jeszcze lepszej biokompatybilności, umożliwiającego sterowanie 

procesem regeneracji oraz zapewniającego dobrą tolerancję układu immunologicznego. Idealny 

biomateriał przeznaczony dla inżynierii tkankowej powinien wspierać proliferację komórek, 

wykazywać odpowiednie właściwości mechaniczne i tempo degradacji odpowiadające 

szybkości regeneracji tkanki gospodarza, a także nie zmieniać właściwości w procesie 

sterylizacji. Bioszkła wykazujące odpowiednie właściwości fizykochemiczne i biologiczne, 

uwalniające w sposób kontrolowany jony Ca2+, Sr2+ lub Zn2+ powinny stanowić idealny wybór 

do zastosowania jako składniki nowych wielofunkcyjnych kompozytów. 
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2. Choroby i ubytki tkanki kostnej i konwencjonalne metody ich leczenia 

 

2.1 Choroby i ubytki tkanki kostnej 

W organizmie tkanka kostna stanowi barierę ochronną dla narządów wewnętrznych ze 

względu na sztywność oraz odpowiada za utrzymanie homeostazy mineralnej [31]. Układ 

kostny jest podatny na szereg chorób [32], które mogą wynikać z nieprawidłowego ukrwienia, 

zaburzeń hormonalnych, niewystarczającej podaży składników odżywczych czy zaburzeń 

w procesie ciągłej regeneracji a także schorzeń o podłożu genetycznym, związanych ze stylem 

życia i niewystarczającą aktywnością ruchową. Dużym problemem są również wypadki 

komunikacyjne, w których ofiary doznają szeregu złamań, głównie kończyn dolnych, ale także 

często uszkodzeń twarzoczaszki. Czynnikiem znacząco zwiększającym ryzyko złamań jest 

osteoporoza, której następstwa nasilają się z wiekiem, a starzenie się społeczeństwa jest 

zjawiskiem typowym dla krajów wysokorozwiniętych.  

Wśród wielu chorób układu kostnego stanowiących złożone stany kliniczne, można 

wymienić dziedziczną marmurkowatość kości. Przy postępie tej choroby w organizmie 

dochodzi do zaburzenia równowagi między ilością i aktywnością osteoklastów i osteoblastów, 

a kości stają się łamliwe chociaż zwiększa się ich twardość i gęstość. Podłoże genetyczne ma 

również enchondromatoza, znana także jako chrzęstniakowatość śródkostna, która jest 

związana z rozwojem guzów w kościach. Z kolei osteonekroza następuje w wyniku 

zatrzymania dopływu krwi do kości i powoduje obumieranie czyli martwicę tkanki kostnej. 

Przy niedoborze witaminy D lub wapnia czy fosforu może dojść do osteomalacji, czyli 

zaburzenia metabolizmu kości. Niedobory upośledzają wzrost i mineralizację nowych tkanek 

prowadząc do krzywicy, wad i deformacji kręgosłupa, koślawości kolan, płaskostopia. 

Podatność kości na odkształcenia i złamania może wynikać również z dysplazji włóknistej 

kości. 

Oprócz potrzeb w ortopedii wskazania do stosowania materiałów kościozastępczych 

można wskazać w stomatologii. W tej dziedzinie uzupełniane są ubytki wyrostka 

zębodołowego po ekstrakcji zębów, przy utracie kości w obrębie zębów (periodontopatia), 

a także po usunięciu zniszczonej struktury kostnej w obszarze wierzchołka korzenia zęba oraz 

zmiany będące następstwem choroby przyzębia [33][34]. 
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2.2 Konwencjonalne metody ich leczenia ubytków tkanki kostnej 

 

Powstające ubytki kostne powstałe podczas złamań lub chorób stanowią poważny 

problem medyczny, gdyż często nie mogą się zagoić samoistnie dzięki mechanizmom 

naprawczym organizmu [32][35]. Materiały stosowane do leczenia bądź uzupełniania tkanki 

kostnej powinny być kompatybilne z właściwościami funkcjonalnymi kości [36] oraz 

zapewniać ścisłe połączenie w leczonym miejscu a także środowisko strukturalne dla komórek 

biorących udział w procesie gojenia. Do leczenia chirurgicznego kości stosowane są 

przeszczepy [37], które ze względu na pochodzenie można podzielić na: 

- kość autogenną (tzw. autoprzeszczep), 

- kość allogeniczną (z banku kości, od zmarłych dawców), 

- ksenograft (przetworzona kość pochodzenia zwierzęcego), 

- materiały alloplastyczne (syntetyczne substraty, pochodzące ze źródeł organicznych 

lub nieorganicznych np. algi, hydroksyapatyt). 

W przypadku organizmów zdrowych najlepsze rezultaty leczenia zapewnia użycie kości 

autogennej z uwagi na właściwości osteogenne, osteokondukcyjne i osteoindukcyjne lecz 

wymaga dodatkowego zabiegu w celu pobrania potrzebnej tkanki. Mniej inwazyjną alternatywą 

jest kość allogeniczna i ksenograft, jednak niosą one za sobą ryzyko odrzucenia lub 

przeniesienia chorób. Kość allogeniczna jest materiałem, który był poddany wcześniejszej 

obróbce, przez co ma obniżone właściwości osteoindukcyjne i podwyższone ryzyko reakcji 

immunologicznych. Najwięcej możliwości daje zastosowanie biomateriałów alloplastycznych 

[38][39]. Przyczynia się to do ograniczenia zabiegów chirurgicznych poprzez eliminację 

pobierania autoprzeszczepu, biomateriały charakteryzują się brakiem antygenowości 

i przeniesienia chorób, a także dają możliwość kontrolowanego uwalniania czynników wzrostu, 

wpływania na zachowanie komórek a także biomateriały są w stanie modulować lokalne 

mikrośrodowisko [38]. 

Wśród alloplastycznych biomateriałów szczególne miejsce zajmują wszczepy 

degradowalne, których właściwości biomechaniczne powinny być odpowiednie do 

odtworzenia brakującej tkanki. Ponadto pożądane jest aby zapewniały odpowiednią wymianę 

składników odżywczych, sprzyjały unaczynieniu i wrastaniu kości a także miały odpowiednią 

wielkość porów. Materiały na przeszczepy alloplastyczne bądź rusztowania do namnażania 

komórek wytwarza się wykorzystując różne techniki [38] (rys. 1). Na szczególną uwagę 

zasługują techniki szybkiego prototypowania w procesie druku 3D, które przy wykorzystaniu 

technik komputerowych dają możliwość personalizacji powstających implantów [40][41]. 
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Rys. 1 Techniki inżynierii tkankowej stosowane do wytwarzania materiałów alloplastycznych. 

 

Z przeprowadzonych badań zaprezentowanych przez Giron J. i in. [38], wynika, że 

najczęściej cytowanym polimerem stosowanym do opracowywania materiałów 

alloplastycznych i rusztowań jest kolagen (rys. 2), który oprócz macierzy nieorganicznej 

(hydroksyapatytu) stanowi główny składnik kości. Przeprowadzone badania [38] pokazują 

także znaczący udział chitozanu i kwasu hialuronowego. Jak podaje Sivashankari PR i in. [42], 

biomateriały na bazie chitozanu są proangiogenne i wykazują działanie antybakteryjne oraz 

można z nich łatwo wytworzyć implant o pożądanym kształcie. 

 

 

Rys. 2 Udziały polimerów do wytwarzania materiałów alloplastycznych i rusztowań. 

 

Chętnie stosowane są również szkła z uwagi na wysoką kompatybilność z tkanką 

kostną, chociaż największy udział w wytwarzanych materiałach alloplastycznych stanowi 

hydroksyapatyt [38] (rys. 3). Stosowany klinicznie materiał o nazwie handlowej Biosilicate® 
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jest materiałem wysoce bioaktywnym, niecytotoksycznym, osteokonduktywnym, 

osteoindukcyjnym, niegenotoksycznym i posiadającym właściwości antybakteryjne [43]. 

 

 

Rys. 3 Udział szkła i materiałów ceramicznych do wytwarzania materiałów alloplastycznych 

i rusztowań. 

 

W chorobach przyzębia, które najczęściej mają podłoże infekcyjne szczególne miejsce 

zajmują biomateriały o działaniu antybakteryjnym. Proces wgajania wszczepu wiąże się 

z procesem odbudowy/przebudowy kości, który przebiega w sposób ciągły. Interakcja 

mediatorów stanu zapalnego tj. cytokin może ten proces przesunąć w kierunku resorpcji [44]. 

Właściwy dobór biomateriałów, w tym ich porowatość i zdolność do uwalniania jonów 

odgrywa kluczową rolę w rozwoju rusztowań kostnych. 
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3. Szkła bioaktywne w zastosowaniach medycznych  

 

3.1 Struktura szkła 

Szkła są materiałami o bardzo złożonej i nieuporządkowanej strukturze wewnętrznej, 

którą opisuje układ elementów konstrukcyjnych, ich rozmieszczenie oraz charakter ich 

przegrupowania w procesie ruchów termicznych. Stan szklisty jest bardzo zróżnicowany pod 

względem właściwości i struktury. W bliskim sąsiedztwie atomów szkła przypominają 

strukturę odpowiednich kryształów o tym samym składzie chemicznym, ale różnią się brakiem 

uporządkowania i symetrii dalekiego zasięgu. Według hipotezy Zachariasena podstawowym 

budulcem szkła krzemionkowego, a także krzemionki krystalicznej, jest więźbotwórczy 

tetraedr [SiO4]
4-. Zasady organizacji wewnętrznej struktury szkła przy bardziej złożonych 

układach są podobne. W szkłach o złożonym składzie chemicznym np. krzemianowo-

sodowych sieć może być zrywana przez składniki określane jako modyfikatory (metale ziem 

alkalicznych) (rys. 4). Strukturę szkła wieloskładnikowego stanowi sieć tetraedrów [SiO4]
4- 

z jonami modyfikującymi w przestrzeniach międzywęzłowych.  

 

Rys. 4 Dwuwymiarowy obraz struktury: a) SiO2 w postaci krystalicznej, b) szkła 

krzemianowego, c) szkła krzemianowo-sodowego. 

 

Skłonność substancji do przejścia w stan szklisty zależy od jej zdolności do tworzenia 

ciągłej sieci asymetrycznej o nadmiarze energii niewiele różniącym się od sieci krystalicznej 

[45]. Struktura szkła w normalnych warunkach jest metastabilna, tj. z ciągłą tendencją do 

przejścia do stanu krystalicznego, o czym decyduje podatność na krystalizację. Proces 

krystalizacji, czyli uporządkowania struktury wewnętrznej, zależy od wielu czynników 

i wymaga odpowiednich warunków. Dwa z tych czynników uznano za główne czynniki 
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wpływające na podatność szkła na krystalizację, tj. liczbę powstałych zarodków oraz szybkość 

wzrostu kryształów, które zależą od temperatury. Stopień uporządkowania struktury 

wewnętrznej szkła oraz proces krystalizacji można wykorzystać do otrzymania materiału 

o ulepszonych parametrach użytkowych [46][47]. Według literatury za ważny parametr należy 

uznać temperaturę obróbki termicznej szkła, która wpływa na bioaktywność, 

cytokompatybilność [48][49] i szybkość wiązania z kością [50]. Bardziej uporządkowana 

struktura, a tym samym zwiększona krystaliczność, wpływają korzystnie na biomineralizację, 

ale mogą obniżać cytozgodność [50]. Z drugiej strony dane zaprezentowane przez 

Shivalingama i in. wskazują, że bioszkła o zwiększonej krystaliczności wspomagają 

regenerację kości [51].  

Szkła od substancji krystalicznych odróżnia izotropia właściwości, czyli są one 

jednakowe niezależnie od kierunku badania. Stan szklisty charakteryzuje się punktem 

transformacji (zeszklenia) na krzywej studzenia lub ogrzewania, w którym następuje widoczna 

zmiana nachylenia krzywej opisującej zależność np. objętości od temperatury (rys. 5 ).  

 

Rys. 5 Zależność objętości od temperatury: szkła, cieczy i ciała krystalicznego  

(źródło: Technologia Szkła, Wydanie 3, ARKADY, Warszawa 1987) 

 

Klasyczne bioszkła wytwarzane są metodą topienia, co wymaga dużych nakładów 

energii. Ten problem rozwiązuje zastosowanie metody zol-żel, w której sieć krzemianowa 

tworzy się w niskich temperaturach. Ponadto metoda zol-żel pozwala wytwarzać bioaktywne 

szkła nawet przy zwiększonym udziale SiO2 [52]. 
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3.2. Szkła otrzymywane metodą zol-żel 

 

Pierwsze bioszkło Bioglass® zostało opracowane przez Larry’ego Hencha i od 1985 

roku jest stosowne klinicznie. Wykazując tworzenie bezpośredniego wiązania z tkanką kostną 

zapoczątkowało ono rozwój ceramiki bioaktywnej, której właściwości są wciąż doskonalone 

[53], [54,55]. Bioszkła i materiały szkło-ceramiczne stosowane są bezpośrednio do wypełniania 

ubytków kostnych lub wykorzystywane jako składnik kompozytów w inżynierii tkankowej 

[15,56,57]. Zastosowanie metody zol-żel do wytwarzania bioszkieł daje możliwość nadawania 

im wielu właściwości funkcjonalnych [58,59]. Zaletą bioszkieł wytwarzanych metodą zol-żel 

jest duża czystość chemiczna, jednorodność, mezoporowatość oraz zachowane ugrupowań  

(–OH) w ich sieci wewnętrznej. 

Zastosowanie metody zol-żel w produkcji bioszkła zapewnia im wiele korzystnych 

właściwości użytkowych [58,59]. Jedną z nich jest wysoka bioaktywność, czyli zdolność do 

tworzenia apatytowej warstwy pośredniej na granicy faz materiał/tkanka kostna. Zarodkowanie 

kryształów apatytu następuje poprzez chemisorpcję jonów wapnia i grup fosforanwych do 

warstwy żelu kwasu krzemowego, łatwo tworzącej się na powierzchni bioszkła. Reakcje na 

styku bioszkła i tkanki kostnej podczas procesu tworzenia apatytu w trójskładnikowym 

układzie SiO2-P2O5-CaO przebiegają według schematu przedstawionego przez L. Hencha [52]. 

Wzrost kryształów apatytu następuje głównie dzięki jonom wapnia uwalnianym z bioszkła, 

które reagują z nieorganicznymi grupami fosforanowymi obecnymi w płynach ustrojowych 

krążących w mikrośrodowisku kostnym [60,61]. Proces ten prowadzi do powstania warstwy 

hydroksyapatytu i jej połączenia z włóknami kolagenowymi matrycy organicznej. Obecność 

fosforu w biomateriale jest istotna, ale nie jest konieczna, ze względu na obecność grup 

fosforanowych w płynach ustrojowych [62]. 

Szkła krzemianowe, w których składzie chemicznym jest mniej niż 50% mol. SiO2 nie 

są w stanie stworzyć trójwymiarowej więźby. Struktura szkła w normalnych warunkach jest 

niestabilna, tzn. znajduje się w stanie metastabilnym i zawsze występuje tendencja do przejścia 

w stan krystaliczny. Stopień uporządkowania struktury wewnętrznej szkła oraz proces 

krystalizacji można wykorzystać do uzyskania materiału o ulepszonych parametrach [46][47]. 

Zgodnie z literaturą temperaturę obróbki termicznej szkła należy uznać za istotny parametr, 

ponieważ wpływa ona na bioaktywność, kompatybilność [48][49] oraz proces wiązania 

z kością [50]. Wykazano także, że podwyższenie krystaliczności może nadać szkłom 

korzystniejsze właściwości do regeneracji tkanki kostnej [51].  
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3.3. Bioaktywność i metody jej oceny 

W literaturze wiele uwagi poświęca się bioaktywności materiałów [61] oraz czynnikom 

indukującym osteointegrację, dzięki której komórki kostne zostają pobudzone do stworzenia 

bezpośredniego połączenia z implantem [63][64]. Osteointegracja to proces wieloetapowy, 

składający się z wielu reakcji, prowadzący do trwałego połączenia implantu z tkanką kostną. 

Ponadto leczenie infekcji bakteryjnych staje się coraz trudniejsze ze względu na pojawienie się 

bakterii opornych na antybiotyki. Często opisuje się zapobieganie infekcjom bakteryjnym 

poprzez włączanie do nowych biomateriałów składników wykazujących działanie 

przeciwbakteryjne [65]. W prowadzonych badaniach dużo uwagi poświęca się szkłu 

bioaktywnemu [6,56,66] oraz polimerom naturalnym, z których wykonane są biokompozyty 

[54,55]. 

Ocenę cytozgodności biokompozytów do regeneracji tkanek można przeprowadzić 

zarówno metodami bezpośrednimi, jak i pośrednimi, w oparciu o ekstrakty przygotowane 

z badanych biomateriałów [67]. Można też stosować nowe metodologie z zastosowaniem 

wkładek (insertów) [68], które pozwolą na zastosowanie większej masy bioszkła w jednym 

teście, eliminując bezpośredni kontakt próbki z komórkami i utrzymując ciągłe uwalnianie 

jonów przez cały czas trwania eksperymentu. 

Biomateriały przeznaczone do wypełniania ubytków tkanki kostnej mogą powodować 

działania niepożądane w postaci nadwrażliwości, przewlekłego stanu zapalnego lub odrzucenia 

implantu(ów) [10]. Komórkowa odpowiedź immunologiczna ma kluczowe znaczenie dla 

wywołania tych efektów, a jej ocena jest uważana za jeden z najważniejszych wskaźników 

oceny ogólnoustrojowej odpowiedzi immunologicznej [69][70]. Wynika to z faktu, że układ 

odpornościowy odgrywa kluczową rolę w regeneracji i naprawie tkanek [12][13]. Większość 

cytokin biorących udział w resorpcji kości, takich jak czynnik martwicy nowotworu (TNF-α), 

należy do cytokin prozapalnych [71] i jest wytwarzana głównie przez fagocyty aktywowane 

endotoksynami, ale cytokiny mogą być również wytwarzane przez limfocyty T i NK (naturalni 

zabójcy, komórki NK). Z kolei interleukina-6 (IL-6) jest cytokiną mającą istotny wpływ na 

homeostazę szkieletu poprzez regulację rozwoju funkcji komórek kostnych. Wykazano, że IL-

6 reguluje własną produkcję (autoregulację), co jest ważne dla tempa przebudowy kości 

[72][73][74]. 
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3.4. Właściwości bakteriobójcze bioszkieł 

Podczas projektowania antybakteryjnych biomateriałów wprowadza się do ich składu 

chemicznego jony lub tlenki metali posiadające zdolności bakteriobójcze. Stosowane są przy 

tym różne techniki wprowadzania składników odpowiedzialnych za bakteriobójczość, które 

mogą działać pojedynczo lub w połączeniu, wykorzystując efekt synergii [75]. Składniki takie 

można wprowadzać na etapie syntezy szkła, zarówno metodą topienia jak i zol-żel. Można 

również wytworzone wcześniej szkło niezawierające składnika działającego bakteriobójczo 

poddać obróbce chemicznej polegającej na wymianie jonowej. Podczas prowadzenia takiej 

obróbki z sieci szkła wymywane są najczęściej jony metali jednowartościowych (Na+, Li+, K+) 

i wprowadzane jony o zdolnościach bakteriobójczych [76]. Jako czynnik bakteriobójczy, 

najdłużej i najczęściej wykorzystywane jest srebro, gdyż jego działanie znane jest od stuleci, 

a mechanizmy oddziaływania na mikroorganizmy zostały wyjaśnione i udokumentowane [77]. 

Jednak zdolnościami bakteriobójczymi cechują się również jony innych metali: cynku, miedzi, 

złota, ceru [78][34][79][80][81][82]. Spośród wymienionych, cynk należy do pierwiastków 

śladowych w ludzkim organizmie, a jego znaczenie uznano za wszechstronne, gdyż jest istotny 

w procesach wzrostu, w układzie nerwowym, a zwłaszcza w układzie immunologicznym. 

Niedobór cynku lub jego nadmiar może prowadzić do szeregu zaburzeń, gdyż jony cynku są 

składnikami lub aktywatorami wielu enzymów, które biorą udział w procesach metabolicznych 

[83].  
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4. Rola jonów cynku i strontu w biomateriałach 

 

Jak wykazano w literaturze, jony krzemu, miedzi, strontu, magnezu, wapnia i cynku 

uwalniane w określonych stężeniach z biomateriału odgrywają ważną rolę w procesie 

regeneracji kości [22]. Jony uwalniane z biomateriału tworzą korzystne mikrośrodowisko, które 

ułatwia proliferację komórek. W procesie stymulacji wzrostu nowej kości istotne jest także 

synergistyczne działanie jonów uwalnianych z bioszkła lub biomateriału, czyli krzemu i strontu 

[84]. Modyfikacja składu bioszkła poprzez częściowe zastąpienie jonów Ca2+ w sieci szkła 

jonami Mg2+ lub Sr2+ zwiększa reaktywność powierzchni, co z kolei zwiększa zdolność do 

tworzenia osadów hydroksyapatytu w kontakcie z płynami ustrojowymi [85]. 

Stront jest klinicznie stosowany jako środek farmaceutyczny w leczeniu osteoporozy ze 

względu na jego zdolność do aktywacji osteoblastów i hamowania aktywności osteoklastów 

[86,87]. Jony strontu uwalniane z modyfikowanego bioszkła mają działanie osteoindukcyjne 

poprzez usprawnienie proliferacji komórek [88], a także mają właściwości antybakteryjne 

Wyniki badań histomorfometrycznych zaprezentowane przez Gorustovicha A. i in. [89] 

potwierdzają pozytywny wpływ strontu na proces osteogenezy prowadzący do naprawy tkanki 

kostnej. Zastąpienie CaO przez SrO w więźbie szkła jest uważane za nowatorską strategię 

tworzenia biomateriałów do zastosowania w terapii naprawy i regeneracji kości [23].  

Oprócz strontu, jednym z ważnych składników występujących w kościach jest cynk, 

który wykazuje stymulujący wpływ na proces odkładania się minerałów w kościach. 

Homeostaza cynku jest niezbędna dla wielu białek regulujących funkcje komórkowe, takie jak 

odpowiedź na stres oksydacyjny, replikacja DNA, naprawa uszkodzeń DNA i apoptoza [90]. 

Jony cynku są składnikami lub aktywatorami wielu enzymów biorących udział w procesach 

metabolicznych [91,92] i wykazano, że stymulują wczesne różnicowanie komórek kostnych 

[93–95]. Biorąc pod uwagę te cechy cynku, wiele badań koncentruje się na zastosowaniu cynku 

jako składnika szkieł bioaktywnych lub innych rodzajów biomateriałów [26][96]. Jak wykazali 

Ishikawa K i in. [97], jony cynku uwalniane z bioaktywnych szkieł zawierających ZnO 

stymulują proliferację i różnicowanie osteogenne komórek oraz ułatwiają rozwój dojrzałej 

kości. Ponadto jony cynku zwiększają również gęstość kości, działają przeciwzapalnie 

i przeciwbakteryjnie, dzięki czemu ułatwiają gojenie kości. Obecność ZnO w szkle zwiększa 

jego wytrzymałość mechaniczną i trwałość chemiczną oraz zmniejsza jego podatność na 

degradację w środowisku wodnym, takim jak symulowany płyn fizjologiczny (SBF) [98]. 

Według danych literaturowych ilość uwolnionych jonów cynku z biomateriału powinna być 

optymalna, tj. bezpieczna dla leczonego pacjenta i zapewniająca minimalne stężenie hamujące 
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wzrost bakterii [65][99]. Dominującą hipotezą dotyczącą mechanizmu niszczenia bakterii przez 

biomateriały zawierające ZnO jest powstawanie reaktywnych form tlenu (ROS) i niszczenie 

ściany komórkowej po kontakcie z jonami lub labilnymi kompleksami cynku [76], [100,101]. 

Wprowadzenie ZnO do składu bioszkła wpływa na zmianę jego bioaktywności 

i cytotoksyczności. Wg Bini [102] nawet niewielka ilość ZnO (0.4 %wt.) w bioszkle z układu 

SiO2-P2O5-CaO podczas badań in vitro przyspiesza formowanie hydroksyapatytu węglanowego 

świadczącego o bioaktywności. Dodatkowym atutem obecności ZnO w składzie biomateriału 

są jego właściwości osteoindukcyjne. Wyniki badań z osteoblastami wykazały, że cynk 

wprowadzony w ograniczonej ilości do składu bioszkła, pobudza wczesne różnicowanie 

komórek kostnych [103] [104]. Natomiast uwolnione z biomateriału jony Zn2+ w stężeniu 3.0 

mg/l, nie oddziałują cytotoksycznie na mysie komórki osteoblastyczne [98]. 

Jako dominującą hipotezę mechanizmu niszczenia bakterii przez materiały zawierające 

ZnO przyjmuje się tworzenie ROS i destrukcję ściany komórkowej po bezpośrednim kontakcie 

z jonami Zn2+ lub labilnymi kompleksami cynku [105][106]. Przedstawione przez Sirelkhatim 

[107] wyniki badań pokazują, że proces ROS prowadzi do uszkodzeń błon komórkowych 

i białek, co następnie powoduje zahamowanie wzrostu lub śmierć bakterii. Jony Zn2+ mogą 

powodować również inne uszkodzenia błon komórkowych, np. mogą wchodzić w interakcje 

z białkami cykli oddechowych i białkami transportującymi, powodując ich dezaktywację 

i późniejsze uszkodzenie błon komórkowych. Komórki bakteryjne narażone na jony cynku 

mogą ulegać zmianom morfologicznym i fizjologicznym, takim jak uszkodzenie błon 

cytoplazmowych i błony komórkowej. Ponadto jony cynku mogą zaburzać równowagę 

elektrolityczną, co również prowadzi do uszkodzenia błon komórkowych. Zbyt wysokie 

stężenie cynku wywiera hamujący wpływ na wiele istotnych funkcji komórek np. w łańcuchu 

oddechowym bakterii i mitochondriów w komórkach eurokariotycznych jest silnym 

inhibitorem transportu elektronów. Minimalne stężenie jonów Zn2+, dla którego wykazano 90% 

skuteczność działania antybakteryjnego na Staphylococcus aureus i Escherichia coli oraz 80% 

proliferację komórek L929, mieści się w przedziale od 10-6 do 104 M [108]. Podczas 

opracowywania składu chemicznego biomateriałów, ilość ZnO powinna więc być tak dobrana, 

aby promowane były pożądane właściwości biomateriału, a jony Zn2+ nie wydzielały się 

w nadmiernym stopniu. 

 

 

 



22 
 

5. Kompozyty hydrożelowo-ceramiczne 

 

5.1 Biopolimery w kompozytach hydrożelowo-ceramicznych 

 

Wśród biomateriałów nowej generacji ważną rolę odgrywają biokompozyty 

hydrożelowo-ceramiczne [14]. Biopolimery, do których zalicza się np. polisacharydy, nadają 

im elastyczność i biodegradowalność [15][16]. Chitozan zajmuje szczególne miejsce w obecnie 

prowadzonych badaniach [17] ponieważ jest nietoksyczny, biokompatybilny i rozkłada się do 

nietoksycznych oligosacharydów [18].  

Chitozan jest naturalnym polimerem otrzymywanym w wyniku deacetylacji chityny 

i zawiera liniowo połączone wiązaniami β-1,4-glikozydowe cząsteczki D-glukozaminy i N-

acetylo-D-glukozaminy (rys. 6). Charakteryzuje się biozgodnością, ma właściwości 

przeciwbakteryjne i hemostatyczne oraz jest biodegradowalny [109].  

 
 

Rys. 6 Wzory strukturalne chitozanu i kwasu hialuronowego 

 

Z uwagi na zdolności osteokondukcyjne chitozan jest przydatny w inżynierii tkanki 

kostnej [42]. Jednakże w celu poprawy jego właściwości mechanicznych często jest mieszany 

z innymi polimerami naturalnymi, ceramiką lub bioszkłem. Chitozan znalazł praktyczne 

zastosowania w kilku dziedzinach medycyny [110]. Natomiast materiały ceramiczne, w tym 

bioszkła nadają kompozytom odpowiednie właściwości biologiczne, w tym ostokondukcyjność 

oraz wytrzymałość mechaniczną. 

Kwas hialuronowy jest polisacharydem liniowym z grupy glikozoaminoglikanów (rys. 

6), oddziałuje z różnymi białkami oraz posiada unikalne właściwości fizyczne i mechaniczne 

[111][112][110]. Zgodnie z danymi literaturowymi kwas hialuronowy zwiększa tempo 

proliferacji [113] i sprzyja migracji komórek [114]. Natomiast jako związek wysoce 

hydrofilowy przyczynia się np. do utrzymania nawodnienia tkanek, chroni komórki przed 



23 
 

wolnymi rodnikami oraz spełnia funkcje immunoregulujące. Znalazł on zastosowanie w kilku 

dziedzinach medycyny, m.in. w ortopedii, okulistyce i dermatologii estetycznej [110]. 

 Ceramika, w tym bioszkła, z kolei są biomateriałami o dużej powierzchni właściwej, 

wytrzymałości mechanicznej, a także cechuje je osteokonduktywność i działanie 

antybakteryjne. Bioszkło o odpowiednim składzie chemicznym, np. zawierające ZnO czy SrO, 

w połączeniu z chitozanem, jest obiecującym rozwiązaniem dla medycyny regeneracyjnej 

[29][30]. Jony cynku uwalniane z bioszkła stymulują proliferację komórek, zwiększają gęstość 

kości, działają przeciwzapalnie i przeciwbakteryjnie [97][26]. Jony strontu wykazują działanie 

osteoindukcyjne poprzez poprawę proliferacji osteoblastów i wykazują właściwości 

antybakteryjne [25]. Ponadto dobierając odpowiednie parametry obróbki cieplnej bioszkła 

można zmieniać jego skład fazowy i stopień krystaliczności, co w efekcie wpływa na 

biokompatybilność kompozytu [115]. Kompozyty bioszkło – hydrożel można też modyfikować 

poprzez dodatek nanocząstek peptydowych [116][117], nadając im korzystniejsze właściwości 

biologiczne.  
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6. Cel, teza i zakres pracy 

 

Celem pracy jest opracowanie sposobu otrzymywania szkieł metodą zol-żel z układu 

SiO2-CaO-P2O5 wzbogaconych w cynk lub stront dla zastosowań w chirurgii i ortopedii.  

Stawiam tezę, że poprzez zmianę warunków wytwarzania i obróbki termicznej oraz 

wprowadzenie dodatków do więźby szkła w postaci jonów cynku i strontu możliwe jest 

wpływanie na strukturę, skład fazowy oraz zachowanie szkieł w środowisku biologicznym, 

objawiające się ich degradacją i uwalnianiem jonów ważnych z punktu widzenia aktywności 

biologicznej. Obecność jonów cynku w więźbie szkła będzie nadawała próbkom właściwości 

bakteriobójcze, zaś strontu będzie wpływała korzystnie na procesy osteogenne. Otrzymane 

szkła zostaną wykorzystane do wytworzenia kompozytów o osnowie polisacharydowej 

(chiozan lub chitozan i kwas hialuronowy), które będą przeznaczone do wypełniania ubytków 

w tkance kostnej, spowodowanych przez urazy lub procesy chorobotwórcze (np. stany po 

usunięciu nowotworów, cyst, ubytki po infekcji kości).  

W pierwszej części badań zostaną opracowane składy szkieł i metoda ich wytworzenia 

techniką zol-żel. Zaprojektowane zostaną trzy składy chemiczne szkieł: szkło referencyjne 

(70 SiO2 – 25 CaO – 5 P2O5, %wag), szkło z dodatkiem cynku (70 SiO2 – 23 CaO – 2 ZnO –  

5 P2O5, %wag) i szkło z dodatkiem strontu (70 SiO2 – 23 CaO – 2 SrO – 5 P2O5, %wag). 

W zależności od warunków otrzymywania (temperatura i czas suszenia żeli oraz temperatura 

i czas wygrzewania szkieł) będzie możliwe otrzymanie próbek różniących się stopniem 

uporządkowania struktury, a co za tym idzie właściwościami, np. podatnością na uwalnianie 

jonów i czasem degradacji. W konsekwencji uzyskanych zostanie po co najmniej 5 próbek dla 

każdego z trzech typów szkieł różniących się stopniem uporządkowania struktury. Według 

mojej najlepszej wiedzy podejście takie nie było jak dotąd stosowane w literaturze, 

w odniesieniu do szkieł o zaprojektowanym składzie.  

Następnie określone zostaną właściwości fizykochemiczne szkieł: struktura i skład 

chemiczny (z wykorzystaniem metod FTIR, XRD), mikrostruktura (oceniona za pomocą SEM), 

rozwinięcie powierzchni (wyznaczone metodą BET) i uziarnienie (określone metodą LALLS). 

Potem oceniona zostanie podatność opracowanych szkieł na degradację w środowisku wodnym 

i uwalnianie jonów (za pomocą metod ASS, ICP) oraz bioaktywność w roztworze symulującym 

środowisko biologiczne (SBF – za pomocą metod SEM/EDS). Próbki szkieł będą też zbadane 

pod kątem ich właściwości bakteriobójczych w kontakcie z komórkami bakteryjnymi 

(Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa). W dalszej kolejności oceniona zostanie 

aktywność biologiczna szkieł (cytotoksyczność i proliferacja w kontakcie bezpośrednim 
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z komórkami hFOB1.19) i szkieł w postaci sprasowanych pastylek z komórkami 

osteoblastopodobnymi MG63 (adhezja, morfologia komórek, żywotność, live/dead, 

proliferacja). 

Najbardziej obiecujące próbki szkieł zostaną wykorzystane do otrzymania kompozytów 

na bazie chitozanu (2% wag roztworu chitozanu zmieszane z 2% wag zawiesiny szkła, 

homogenizowane na mieszadle magnetycznym, poddawane liofilizacji) lub chitozanu i kwasu 

hialuronowego. Kompozyty zostaną scharakteryzowane pod kątem mikrostruktury (SEM), 

rozwinięcia powierzchni (BET), właściwości mechanicznych (próba ściskania) i bioaktywności 

(inkubacja w SBF). Ponadto oceniona zostanie aktywność biologiczna szkieł i kompozytów 

w postaci rusztowań (kontakt pośredni) z komórkami A549 (adhezja, morfologia komórek, 

żywotność, live/dead, proliferacja) (kontakt bezpośredni) z komórkami osteoblastopodobnymi 

MG63 i ekstraktów ze szkieł i kompozytów. Wybrane kompozyty z udziałem chitozanu/kwasu 

hialuronowego i bioszkła zostaną poddane ocenione pod kątem odpowiedzi immunologicznej 

(TNF-α i IL-6). 
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7. Materiały  

 

7.1. Synteza bioszkieł o różnym stopniu rozdrobnienia do zastosowania jako składnik 

kompozytów 

 

Do badań wstępnych opracowano bioszkło SiO2 70% wag., P2O5 5% wag. i CaO 25% 

wag., w którym 1% wag. lub 2% wag. CaO zamieniono na ZnO, które poddano wygrzewaniu 

w temperaturze 600°C przez 6 h (seria I). Następnie opracowano nowe składy chemiczne 

bioszkieł (seria II) także w układzie SiO2-P2O5-CaO. Bioszkło o zawartości SiO2 70% wag., 

P2O5 5% wag. i CaO 25% wag. tak jak poprzednio stanowiło materiał odniesienia. W serii II, 

w składach bioszkieł dotowanych SrO lub ZnO, 2% wag. lub 5% wag. CaO zastąpiono SrO lub 

ZnO. Do wytworzenia bioszkieł zastosowano niskotemperaturową metodą metodę zol-żel.  

Jako reagentów użyto: tetraetoksysilan, azotan(II) strontu, sześciowodny azotan(V) 

cynku (Sigma-Aldrich), fosforan(V) trietylu (Fluka) i czterowodny azotan(V) wapnia (POCH). 

Po przeprowadzeniu mieszanin reakcyjnych z zolu w żel i zakończeniu suszenia, 

przeprowadzono wygrzewanie w piecu elektrycznym. Wszystkie wytworzone bioszkła: P5, 

P5Sr2, P5Sr5, P5Zn2 i P5Zn5 poddano wygrzaniu w 650°C przez 15 h. Uzyskane bioszkła 

miały postać gruboziarnistych proszków, które w kolejnym etapie rozdrobniono w moździerzu 

mechanicznym. Każde ze szkieł przygotowano w dwóch uziarnieniach. Otrzymano w ten 

sposób dziesięć bioszkieł w formie proszków oznaczonych symbolami: P5_I, P5_II, P5Sr2_I, 

P5Sr2_II, P5Zn2_I, P5Zn2_II, P5Sr5_I, P5Sr5_II, P5Zn5_I i P5Zn5_II (tabela 1). 

Tabela 1: Symbole bioszkieł (serii II) poddanych obróbce w 650°C przez 15 h 

Skład chemiczny bioszkła Symbol próbki 

SiO2 70% wag., CaO 25% wag., 

P2O5 5% wag. 

P5_I 

P5_II 

SiO2 70% wag., CaO 23% wag., 

 P2O5 5%wag., ZnO 2% wag. 

P5Zn2_I 

P5Zn2_II 

SiO2 70% wag., CaO 23% wag., 

 P2O5 5% wag., SrO 2% wag. 

P5Sr2_I 

P5Sr2_II 

SiO2 70% wag., CaO 20% wag., 

 P2O5 5% wag., ZnO 5% wag. 

P5Zn5_I 

P5Zn5_II 

SiO2 70% wag., CaO 20% wag., 

 P2O5 5% wag., SrO 5% wag. 

P5Sr5_I 

P5Sr5_II 
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7.2 Synteza bioszkieł o różnym stopniu uporządkowania struktury do zastosowania jako 

składnik kompozytów bioszkło/chitozan lub bioszkło/chitozan/kwas hialuronowy 

 

Do badań wybrano trzy składy chemiczne bioszkieł dotowanych w ilości 2% wag. SrO 

lub ZnO (P5, P5Sr2, P5Zn2) i wytworzono nowe serie bioszkieł (seria III) niskotemperaturową 

metodą zol-żel. Po przekształceniu mieszaniny reakcyjnej z zolu w żel suszenie zakończono. 

Następnie każdy otrzymany suchy żel podzielono na pięć porcji i ogrzewano w różnych 

warunkach w piecu elektrycznym. Parametry obróbki cieplnej suchych żeli wynosiły 

odpowiednio: 550°C/3h, 600°C/3h, 600°C/10h, 650°C/3h, 650°C/10h. Prowadzono także 

obróbkę termiczną badanych szkieł w temperaturze przekraczającej temperaturę krystalizacji 

(1050°C/5h) w celu określenia jakościowego składu fazowego (tabela 2).  

 

Tabela 2: Symbole bioszkieł po obróbce termicznej o zróżnicowanych parametrach (seria III) 

Parametry 

obróbki 

termicznej 

Skład bioszkieł 

SiO2 70 %wag.,  

CaO 25 %wag., 

P2O5 5 %wag. 

SiO2 70 %wag., 

CaO 23 %wag., 

P2O5 5 %wag., 

ZnO 2 %wag. 

SiO2 70 %wag., 

CaO 23 %wag., 

P2O5 5 %wag., 

SrO 2 %wag. 

550°C/3 h P5 P5Zn2 P5Sr2 

(a): 600°C/3 h P5a P5Zn2a P5Sr2a 

(b): 600°C/10 h P5b P5Zn2b P5Sr2b 

(c): 650°C/3 h P5c P5Zn2c P5Sr2c 

(d): 650°C/10 h P5d P5Zn2d P5Sr2d 

(e): 1050°C/5h P5e P5Zn2e P5Sr2e 

 

Uzyskane bioszkła podobnie jak w poprzednich seriach rozdrobniono w moździerzu 

mechanicznym. Ostatecznie otrzymano piętnaście próbek bioszkieł (tabela 3) do zastosowania 

jako składnik kompozytów bioszkło/chitozan lub bioszkło/chitozan/kwas hialuronowy. 
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7.3. Przygotowanie kompozytów bioszkło/chitozan 

 

W ramach wcześniej prowadzonych badań [29] zostały opracowane parametry syntezy 

kompozytów chitozan/bioszkło (P5Zn1g), przy których średni wymiar otwartych porów 

porowatych struktur mieścił się w zakresie 40-300 µm (rys. 7). Natomiast przy stosunku ilości 

bioszkła do polimeru 1:1 kompozyty charakteryzowały się najwyższą sztywnością 

i stabilnością struktury. Dlatego w kolejnych badaniach, będących przedmiotem mojej pracy 

doktorskiej, wykorzystałam wcześniejsze moje doświadczenia i skupiłam się na 

właściwościach bioszkieł oraz ich wpływie na biokompatybilność kompozytów. 

 

 

Rys. 7 Obraz SEM struktury kompozytu chitozan/bioszklo z udziałem P5Zn1g wytworzonego 

przy proporcji polimer:bioszkło 1:1. 

 

Kompozyty zostały przygotowane stosując wcześniej opisaną metodologię [29]. 

Chitozan rozpuszczono w 1% wag. kwasie octowym. Bioszkła połączono z 2% wag. roztworem 

polimeru. Utrzymano stosunek bioszkło/chitozan 1:1. Kompozyty wytworzono w procesie 

liofilizacji stabilnych dyspersji powstałych w wyniku magnetycznego mieszania roztworów 

polimerów i szkła. Proces liofilizacji prowadzono przez 28 h w liofilizatorze 2-16D Epsilon, 

Christ. Świeżo zliofilizowane próbki kompozytów zanurzano na 6 h w etanolu. Następnie 

kompozyty czterokrotnie przepłukano wodą dejonizowaną, zamrożono do -35°C i ponownie 
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wysuszono w liofilizatorze (rys. 8). Otrzymano piętnaście kompozytów chitozan/bioszkło, 

których symbole przedstawia (tabela 3). 

Tabela 3: Symbole kompozytów chitosan/bioszkło o różnym stopniu uporządkowania struktury  

Parametry obróbki 

termicznej 

bioszkieł 

Składy szkieł do przygotowania kompozytów 

SiO2 70 %wag., 

CaO 25 %wag., 

P2O5 5 %wag. 

SiO2 70 %wag., 

CaO 23 %wag., 

P2O5 5 %wag., 

ZnO 2 %wag. 

SiO2 70 %wag., 

CaO 23 %wag., 

P2O5 5 %wag., 

SrO 2 %wag. 

550°C/3 h C_P5 C_P5Zn2 C_P5Sr2 

(a): 600°C/3 h C_P5a C_P5Zn2a C_P5Sr2a 

(b): 600°C/10 h C_P5b C_P5Zn2b C_P5Sr2b 

(c): 650°C/3 h C_P5c C_P5Zn2c C_P5Sr2c 

(d): 650°C/10 h C_P5d C_P5Zn2d C_P5Sr2d 

 

 

Rysunek 8 Schemat wytwarzania kompozytów chitosan/bioszkło  
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Właściwości mechaniczne kompozytów chitozan/bioszkło (z udziałem szkła poddanego 

obróbce w 650°C/15h), zostały zbadane i przedstawione w publikacji, której jestem 

współautorką [118]. Zgodnie z przedstawionymi wynikami, kompozyty wytworzone przy 

udziale wagowym 1:1 chitozan/bioszkło i stabilizacji struktury etanolem wykazały 

wytrzymałość na ściskanie w przedziale od 0,10 MPa do 0,21 MPa, a moduł Younga wynosił 

3,1 ± 2,1 MPa.  

 

7.4. Przygotowanie kompozytów bioszkło/chitozan/kwas hialuronowy 

 

Hydrożele chitozanu o stężeniu 2% wag. przygotowano poprzez rozpuszczenie w 1% 

wag. kwasu octowego. Hydrożele hialuronianu sodu o stężeniu 1% wag. przygotowano poprzez 

rozpuszczenie w 1% wag. kwasu octowego. Cząstki wybranych bioszkieł (tabela 4) zmieszano 

z chitozanem i z dodatkiem 2% wag., 5% wag. lub 10% wag. hialuronianu sodu, zachowując 

stosunek wagowy bioszkła do chitozanu 1:1. 

 

Tabela 4: Bioszkła (serii III) do kompozytów bioszkło/chitozan/kwas hialuronowy 

Parametry obróbki 

termicznej bioszkieł 

Skład bioszkieł 

SiO2 70 %wag., SiO2 70 %wag., SiO2 70 %wag., 

P2O5 5 %wag., P2O5 5 %wag., P2O5 5 %wag., 

CaO 25 %wag. CaO 23 %wag., CaO 23 %wag., 

 ZnO 2 %wag. SrO 2 %wag. 

550 °C/3 h P5 P5Zn2 P5Sr2 

(d): 650 °C/10 h P5d P5Zn2d P5Sr2d 

 

Kompozyty C-H2 zawierały 49% wag. chitozanu, 49% wag. bioszkła i 2% wag. 

hialuronianu sodu. Kompozyty C-H5 zawierały 47,5% wag. chitozanu, 47,5% wag. bioszkła 

i 5% wag. hialuronianu sodu. Kompozyty C-H10 zawierały 45% wag. chitozanu, 45% wag. 

bioszkła i 10% wag. hialuronianu sodu. 

Hydrożele i cząstki szkła mieszano za pomocą mieszadła magnetycznego. Kompozyty 

otrzymano poprzez liofilizację tych mieszanin. Liofilizację prowadzono przez 28 h (liofilizator 

2-16D Epsilon, Christ). Po wysuszeniu próbki zanurzono w etanolu na 6 h. Następnie 

przepłukano je czterokrotnie wodą dejonizowaną, zamrożono do temperatury -35°C i ponownie 
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liofilizowano (rys 9). Otrzymano osiemnaście kompozytów chitozan/hialuronian sodu/bioszkło 

(tabela 5).  

 

Rys. 9: Schemat wytwarzania kompozytów chitosan/hialuronian sodu/bioszkło  

 

Tabela 5: Symbole wytworzonych kompozytów bioszkło/chitozan/kwas hialuronowy 

Parametry obróbki 

termicznej bioszkieł 

Skład bioszkieł użytych do wytworzenia kompozytów 

SiO2 70 %wag., SiO2 70 %wag., SiO2 70 %wag., 

P2O5 5 %wag., P2O5 5 %wag., P2O5 5 %wag., 

CaO 25 %wag. CaO 23 %wag., CaO 23 %wag., 

 ZnO 2 %wag. SrO 2 %wag. 

550 °C/3 h 

C–H2–P5 C–H2–P5Zn2 C–H2–P5Sr2 

C–H5–P5 C–H5–P5Zn2 C–H5–P5Sr2 

C–H10–P5 C–H10–P5Zn2 C–H10–P5Sr2 

(d): 650 °C/10 h 

C–H2–P5d C–H2–P5Zn2d C–H2–P5Sr2d 

C–H5–P5d C–H5–P5Zn2d C–H5–P5Sr2d 

C–H10–P5d C–H10–P5Zn2d C–H10–P5Sr2d 
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8. Metody badawcze 

 

Planując metody badawcze skupiono się na charakterystyce właściwości wytworzonych 

bioszkieł oraz określeniu wpływu na właściwości kompozytów z ich udziałem.  

W ramach pracy doktorskiej przeprowadzono ocenę składu fazowego, struktury, 

mikrostruktury, właściwości termicznych i fizyko-chemicznych otrzymanych materiałów. 

Następnie w celu oceny właściwości biologicznych prowadzono badania na liniach 

komórkowych, w kontakcie z komórkami krwi w celu oceny ich wpływu na właściwości 

immunologiczne oraz badania w kontakcie z bakteriami wywołującymi zakażenia tkanki 

kostnej. 

 

8.1. Badania składu, budowy i właściwości fizyko-chemicznych szkieł i kompozytów 

 

8.1.1. Uziarnienie szkieł 

Analizę uziarnienia wykonano przy użyciu laserowego analizatora uziarnienia firmy 

Malvern Instruments 2000 z wykorzystaniem metody niskokątowego rozpraszania światła 

laserowego (DLS). Zastosowane urządzenie pozwalało na badania wielkości ziaren w szerokim 

zakresie od 0,1 µm do 2000 µm z błędem rzędu 0,5%. Otrzymano wielkości charakterystyczne: 

d(0,1) – wartość wymiaru cząstki, poniżej której występuje 10% obj. populacji badanej próbki, 

d(0,5) – wartość wymiaru cząstki, poniżej której występuje 50% obj. populacji badanej próbki, 

d(0,9) – wartość wymiaru cząstki, poniżej której występuje 90% obj. populacji badanej próbki. 

 

8.1.2. Powierzchna właściwa (BET) 

Badania powierzchni właściwej wytworzonych szkieł i kompozytów przeprowadzono, 

wykorzystując wyznaczone eksperymentalnie izotermy adsorpcji fizycznej azotu przy użyciu 

aparatu Quadrasorb-SI firmy Quantachrome. Przed pomiarem próbki odgazowywano 24 h 

w temperaturze 150°C. Pomiary adsorpcji azotu na powierzchni próbek prowadzono w pełnym 

zakresie ciśnienia względnego w temperaturze -195,8°C. 

W celu wyznaczenia wartości powierzchni właściwej posłużono się równaniem BET 

(Brunauera, Emmetta i Tellera), pozwalającym na wyznaczenie wartości powierzchni 

właściwej w zakresie ciśnienia względnego P/P0 wynoszącym od 0,05 do 0,35. Metoda 

pozwoliła na wyznaczenie wartości powierzchni właściwej BET próbek z dokładnością 

0,02 m2/g. Współczynniki korelacji były we wszystkich przypadkach bliskie jedności, 

świadcząc o dużej dokładności wyznaczenia powierzchni właściwej. Wyznaczone rozkłady 
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wielkości porów posłużyły następnie do oszacowania wartości średnicy poru dBJH oraz 

całkowitej objętości porów VBJH. 

 

8.1.3. Analiza termograwimetryczna (TG/DTA) 

Analizę DTA/TG przeprowadzono z wykorzystaniem urządzenia STA 449 F3 Jupiter® 

NETZSCH do jednoczesnej analizy termicznej (TG, DTA/TG, DSC/TG). Odważono 4,9 mg 

bioszkła iumieszczono w korundowym tyglu DTA. Próbkę mierzono w stanie surowym, bez 

wstępnego suszenia. Analizę przeprowadzono w zakresie temperatur 30 ÷ 1000°C, przy 

szybkości zmian temperatury 10°C/min, w atmosferze argonu (70 ml/min). Wykonano także 

osobny pomiar korekcyjny na pustym tyglu. 

 

8.1.4. Spektroskopia w podczerwieni z transformacją Fouriera (FTIR) 

Analizę FTIR szkieł wykonano wykorzystując spektrofotometru FTIR TENSOR27 

Bruker. W celu przygotowania odpowiedniej do badania wielkości próbki (tabletki z KBr), 

odważano 0,4-0,9 mg próbki bioszkła na 200 mg wysuszonego KBr i mieszano. Pomiary 

wykonano w trybie ATR.  

 

8.1.5. Analiza dyfraktometryczna (XRD) 

Analizę próbek bioszkła poddanych obróbce cieplnej w temperaturze 550°C/3h, 

650°C/10h i 1050°C/5h P5, P5Zn2 i P5Sr2 przeprowadzono metodą dyfrakcji promieni 

rentgenowskich w geometrii Bragga-Brentano, stosując metodę Dyfraktometru Bruker-AXS 

D8 DAVINCI, wyposażonego w lampę z anodą miedzianą. Dyfraktogramy rejestrowano 

w zakresie kątów od 5 do 120° 2θ (Cu Kα), odstęp czasu między pomiarami wynosił 0,01°, 

a czas pomiaru wynosił 2 s/przedział. Układ optyczny dyfraktometru obejmował szczelinę 

rozbieżną 0,3°, szczelinę przeciwrozpraszającą 1,5°, szczelinę Sollera 2,5°, filtr Ni oraz 

detektor paskowy LynxEye o polu widzenia 2,94°. Identyfikację faz przeprowadzono poprzez 

porównanie zarejestrowanych dyfraktogramów ze wzorcami zarejestrowanymi w bazie ICDD 

PDF-2 i PDF-4+ 2016 z wykorzystaniem programu DIFFRACplus EVA-SEARCH. Ilościową 

analizę rentgenowską przeprowadzono metodą Rietvelda w programie Topas v5.0 w oparciu 

o opublikowane struktury krystaliczne (COD). Analizę przeprowadzono dla referencyjnych 

próbek bioszkła (P5, P5Zn2 i P5Sr2), tj. obrabianych cieplnie w temperaturze 550°C/3h, a także 

próbek poddanych obróbce w temperaturze 650°C/10h (P5d, P5Zn2d i P5Sr2d). Dodatkowo 

próbki zbadano bioszkła poddane obróbce w temperaturze 1050°C/5h, reżim (e), w celu 

identyfikacji faz krystalicznych. 
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8.2. Badania uwalniania jonów 

 

8.2.1. Oznaczanie uwalniania jonów Ca2+ (FAAS) 

Do przygotowania próbek z każdego z bioszkła odważono 0,3 g proszku i przeniesiono 

do szklanego naczynia, które wypełniono 150 ml wody dejonizowanej i zamknięto. 

Przewodność wody dejonizowanej użytej do badania wynosiła 0,05 µS/cm. Naczynia 

przetrzymywano w inkubatorze w stałej temperaturze (37±1)°C przez okres do 21 dni. Próbki 

do badania ilości uwolnionych jonów wapnia pobierano po 1 godzinie, 24 godzinach, 7 dniach 

i 21 dniach. Stężenie uwolnionych jonów Ca2+ oznaczono za pomocą płomieniowej 

spektrometrii atomowej absorpcji (FAAS).  

Roztwór podstawowy przygotowano stosując Titrisol firmy Merck KGaA (1000 mg Ca, 

CaCl2 w 6,5% wag. HCl). Roztwory wzorcowe przygotowano metodą kolejnych rozcieńczeń. 

Każdy pomiar przeprowadzono trzykrotnie. 

 

8.2.2. Oznaczenie uwalniania jonów Sr2+i Zn2+ (ICP-EOS)  

 Szkła i kompozyty badano pod kątem uwalniania jonów (Sr2+, Zn2+). Ocenie poddano 

próbki z bioszkła wzbogaconego strontem obrabianym w temperaturze 550°C/3h i 650°C/10h 

(P5Sr2 i P5Sr2d) oraz kompozytów chitozan/bioszkło: (C_P5Zn2, C_P5Zn2a, C_P5Zn2b, 

C_P5Zn2c, C_P5Zn2d). Badaniu poddano także próbki kompozytów chitozan/hialuronian 

sodu/bioszkło: zawierające 10% wag. hialuronianu sodu uzupełnione bioszkłem 

domieszkowanym SrO lub ZnO, poddane obróbce w temperaturach 550°C/3 h i 650°C/10 h, 

Odważono 0,2 g kompozytu i przeniesiono do szklanego naczynia, zanurzono w 100 ml wody 

dejonizowanej i zamknięto. Przewodność wody dejonizowanej wynosiła 0,5 μS/cm. Próbki 

kondycjonowano w stałej temperaturze (37 ±1)°C przez 24 godziny i/lub 7 dni. 

Stężenie uwolnionych jonów (Sr2+, Zn2+) oznaczano metodą plazmy sprzężonej 

indukcyjnie (iCAP PRO XP; Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA). Do dokonanych 

oznaczeń zastosowano współczynnik rozszerzenia k = 2 i poziom ufności 95%. 

 

8.3. Badania bioaktywności 

W celu przeprowadzenia badań bioaktywności przygotowano roztwór SBF wg procedury 

Kokubo i in. [119], przez rozpuszczenie NaCl, NaHCO3, KCl, K2HPO4, MgCl2·6H2O, CaCl2 

i Na2SO4 w wodzie destylowanej oraz (CH2OH)3CNH3. Przy pomocy HCl ustalono pH na 

poziomie 7,25. 
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Próbki kompozytowe przygotowano metodą odlewania w formach PTFE o średnicy 12 mm 

i wysokości 2 mm. Próbki szkła przygotowano w formie pastylek przez prasowanie na prasie 

jednoosiowej firmy PYTE. Krążki materiału umieszczono w zamkniętym szklanym naczyniu 

z dodatkiem 65 ml roztworu SBF. Naczynia z próbkami inkubowano w temperaturze 37±1°C 

przez okres do 4 tygodni. Próbki do SEM-EDS pobrano po 21 dniach, przemyto wodą 

dejonizowaną i wysuszono. Oceniono zmiany w morfologii powierzchni próbek oraz określono 

ich jakościowy skład chemiczny metodą EDS. Mikrostrukturę próbek zbadano za pomocą 

skaningowej mikroskopii elektronowej ze spektroskopią dyspersyjną energii (EDS) w celu 

określenia bioaktywności bioszkła i kompozytów. 

Badania wykonano przy użyciu skaningowego mikroskopu elektronowego z emisją 

polową firmy FEI, model Nova NanoSEM 200. Obrazowanie próbek nienapylonych wykonano 

w warunkach niskiej próżni z zastosowaniem detektora vCD przy napięciu przyspieszającym 

15 kV. Bezwzorcową analizę chemiczną obejmującą efekty powierzchniowe po inkubacji szkieł 

w płynie symulującym osocze wykonano z zastosowaniem detektora EDS model SDD Apollo 

X firmy EDAX w warunkach niskiej próżni. Natomiast obrazowanie mikrostruktury próbek 

wykonano w warunkach wysokiej próżni z zastosowaniem detektora ETD przy napięciu 

przyspieszającym 10 kV. Przed badaniem próbki pokryto materiałem przewodzącym (warstwą 

złota o grubości 10 nm) w napylarce Leica EM SCD500.  

 

8.4. Badania właściwości biologicznych 

 

8.4.1. Właściwości antybakteryjne  

Właściwości antybakteryjne bioszkła oceniono w kontakcie z Staphylococcus aureus 

lub Pseudomonas aeruginosa. Liczbę żywych mikroorganizmów i procent redukcji liczby 

bakterii obliczono w stosunku do liczby kolonii bakteryjnych z kontroli negatywnej. Badania 

wykonano w Instytucie Biotechnologii i Medycyny Molekularnej w Gdańsku. 

 

8.4.1.1. Przygotowanie kultur bakteryjnych  

Wybrano dwa szczepy referencyjne bakterii: Staphylococcus aureus PCM 2602 

i Pseudomonas aeruginosa PCM 2563. Oba wybrane patogeny mają duże znaczenie kliniczne 

[120]. Wszystkie bakterie hodowano przez noc w temperaturze 37°C w bulionie Lysogeny 

Broth (LB, BTL, Polska). Przed eksperymentami hodowle rozcieńczono do osiągnięcia gęstości 

komórek 0,5 McF (standard McFarlanda), co odpowiada w przybliżeniu 1,5 x 108 komórek/ml. 
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Pożywka LB składała się z 10 g/l peptonu kazeinowego, 5 g/l ekstraktu drożdżowego i 10 g/l 

NaCl o końcowym pH 7,0.  

 

8.4.1.2. Oznaczanie aktywności antybakteryjnej bioszkła  

Aktywność antybakteryjną bioszkła analizowano w sposób podobny do 

zaprezentowanego przez Hu i in. [121]. W doświadczeniach dodano 100 mg każdego 

biomateriału do 1 ml zawiesiny bakteryjnej w oddzielnych probówkach Eppendorfa. Badano 

także próbki składające się z 100 mg cząstek SiO2 lub gentamycyny o końcowym stężeniu  

100 µg/ml w 1 ml zawiesiny bakteryjnej. Kontrolę stanowiły zawiesiny bakteryjne bez żadnych 

dodatków. Po 1 minucie mieszania w mieszalniku wirowym probówki Eppendorfa z próbkami 

umieszczono w warunkach tlenowych w temperaturze 37°C na 1 godzinę. Po inkubacji 

wykonano seryjne rozcieńczenia zawiesin, a następnie rozprowadzono objętość 100 µl na 

płytkach z agarem LB. Liczbę powstałych kolonii zliczono jako CFU/ml (jednostki tworzące 

kolonię) po 24 h inkubacji w temperaturze 37°C. Liczbę żywotnych mikroorganizmów 

i procent redukcji liczby bakterii obliczono w stosunku do liczby kolonii bakteryjnych 

w kontroli. Wszystkie doświadczenia przeprowadzono w trzech powtórzeniach. 

 

8.5. Badania komórkowe in vitro  

 

8.5.1. Badania z komórkami hFOB1.19 

Badania z komórkami hFOB1.19 przeprowadzono w Instytucie Biotechnologii 

i Medycyny Molekularnej w Gdańsku. 

Badania bioszkieł przeprowadzono metodą bezpośrednią z użyciem wkładek. Linię 

ludzkich osteoblastów z linii hFOB1.19 (ATCC CRL-11372, USA) wysiano na 24-

studzienkową płytkę hodowlaną i wystawiono na działanie bioszkieł umieszczonych na 

wkładkach do hodowli komórkowych. Proliferację komórek i cytotoksyczność określono za 

pomocą testów LDH (Roche Applied Science, Germany) i WST-1 (Abcam, USA). Procent 

cytotoksyczności i proliferacji obliczono stosując wzory (1) i (2):  

 

                    Cytotoksyczność = (absorbancja próbki–absorbancja kontrolna) /            (1) 

(absorbancja kontroli dodatniej–absorbancja kontrolna)x100%. 

 

                 Proliferacja = (absorbancja próbki / absorbancja kontrolna) x100%          (2) 
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Zebrane dane analizowano przy użyciu programu GraphPad Prism 8 (GraphPad 

Software, USA). Analizę statystyczną przeprowadzono za pomocą testu Kruskala–Wallisa 

(p=0,05). W kolejnym kroku, przeprowadzono test porównań wielokrotnych Benjaminiego, 

Kriegera i Yekutieli (p = 0,05). Liczba próbek dla każdego rodzaju kompozytu wynosiła n ≥ 5. 

 

8.5.2. Badania z komórkami A549  

Badania cytotoksyczności metodą pośrednią z komórkami A549 przeprowadzono 

w Instytucie Immunologii i Terapii Doświadczalnej we Wrocławiu. 

Do badań wykorzystano ekstrakty z biomateriałów przygotowane de novo w proporcji 

2 mg/ml. W celu przygotowania ekstraktów do badanych próbek dodano we wskazanej 

proporcji RPMI-1640 z antybiotykami. Podczas ekstrakcji próbki inkubowano przez 24 h 

w temperaturze 37°C i 5% CO2. Po zakończeniu ekstrakcji płyn hodowlany odwirowano. 

Zmiany ilościowe i morfologiczne komórek A549 (ATCC CCL 185), wywołane przez badane 

ekstrakty, oceniano pod mikroskopem odwróconym. W celu oceny żywotności komórek 

wykorzystano test kolorymetryczny MTT (St. Louis, MO, USA) zakupiony w Sigma Aldrich. 

Gęstość optyczną (OD) przy 550 nm mierzono przy długości fali odniesienia 630 nm 

w spektrofotometrze Dynatech 5000. 

 

8.5.3. Badania z komórkami MG63  

Badania cytotoksyczności metodą bezpośrednią z komórkami MG63 przeprowadzono 

w Katedrze Biomateriałów i Kompozytów Akademii Górniczo-Hutniczej w Krakowie. 

Komórki osteoblastopodobne MG-63 hodowano w zmodyfikowanej pożywce Eagle 

(MEM) uzupełnionej 10% płodową surowicą bydlęcą (FBS), 5% aminokwasów i pirogronianu 

sodu oraz 1% penicillium/streptomycyny. Wysiano 2 x 104 komórek na próbkę i hodowano je 

w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% CO2, przy zwiększonej wilgotności. Jako kontrolę 

zastosowano powierzchnię polistyrenu do hodowli komórkowej (TCPS).  Żywotność komórek, 

proliferację i morfologię badano po 1, 3 i 7 dniach przy użyciu AlamarBlue® (na bazie 

resazuryny) i protokołów barwienia żywego/martwego. Procentową redukcję resazuryny 

obliczono przy użyciu wzoru (3):   

 

                    % redukcji resazuryny=(𝑆𝑥 − 𝑆czysta)/(𝑆zredukowana − 𝑆czysta)⋅100%                (3) 

 

gdzie Sx to fluorescencja próbki, Sczysta to fluorescencja MEM z 5% odczynnikiem AlamarBlue, 

bez komórek (redukcja 0 resazuryny), a Szredukowana to fluorescencja całkowicie zredukowanego 
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MEM z 5% odczynnikiem AlamarBlue, autoklawowanego przez 15 minut w 121°C (100% 

redukcja resazuryny). Barwienie live-dead (żywe/martwe) przeprowadzono w mieszaninie 

jodku propidyny i kalceiny AM. Próbki obserwowano za pomocą odwróconego mikroskopu 

fluorescencyjnego AxioVert 40 (Carl Zeiss, Oberkochen, Niemcy, wyposażonego w oświetlacz 

metalohalogenkowy). 

Wszystkie eksperymenty przeprowadzono w trzech powtórzeniach, a dane wyrażono 

jako średnią ± odchylenie standardowe z trzech lub więcej niezależnych eksperymentów. 

Istotność statystyczną określono za pomocą jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) 

z testem post hoc LSD Fishera. Analizy przeprowadzono przy użyciu programu  OriginPro 

2020 (OriginLab Corp., North-ampton, MA, USA). 

 

8.5.4. Badania z komórkami krwi 

Badania z komórkami krwi przeprowadzono w Instytucie Immunologii i Terapii 

Doświadczalnej we Wrocławiu. 

W celu zbadania wpływu ekstraktów z badanych materiałów na reakcje 

immunologiczne zbadano produkcję cytokin w hodowanej ludzkiej krwi pełnej zarówno 

spontaniczną jak i indukowaną przez LPS (lipopolisacharydy produkowane przez E. coli). 

W  badaniu wykorzystano heparynizowaną krew od zdrowych dawców rozcieńczoną płynem 

RPMI-1640 z dodatkiem antybiotyku. Badanie uzyskało zgodę Komisji Etyki (Instytut 

Immunologii i Terapii Doświadczalnej PAN we Wrocławiu, nr zgody KB-1/2021) i zostało 

przeprowadzone zgodnie z Deklaracją Helsińską. Od wszystkich osób tj. wolontariuszy 

biorących udział w badaniu, uzyskano świadomą zgodę. Od ochotników pobrano pełną krew 

obwodową przy użyciu heparynizowanych strzykawek w Stacji Krwiodawstwa. Dawcami byli 

zdrowi mężczyźni w wieku od 19 do 23 lat, u których zdiagnozowano, że są wolni od infekcji 

wirusowych i bakteryjnych, stanów zapalnych i chorób alergicznych i nie przyjmowali żadnych 

leków przeciwpłytkowych, przeciwzakrzepowych, przeciwzapalnych ani antybiotyków 

w ciągu 14 dni przed oddaniem krwi.  

Ekstrakty z biomateriałów badano w hodowli bez lub z dodatkiem LPS 1 µg/ml. 

Dodatkowo badanie obejmowało kontrolę spontaniczną oraz kontrolę z dodatkiem LPS. 

Hodowlę inkubowano przez 20 h w temperaturze 37°C i atmosferze zawierającej 5% CO2. Po 

inkubacji komórki odwirowano, zebrano supernatanty i zamrożono w temperaturze -80°C. 

Oznaczenie cytokin TNF-α i IL-6 w supernatantach przeprowadzono przy użyciu zestawu 

Biolegend ELISA zgodnie z instrukcją producenta. Gęstość optyczną mierzono przy λ=450 nm 

przy użyciu czytnika spektrofotometrycznego Multiskan RC.  
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9. Wyniki i dyskusja wyników 

 

9.1. Budowa i właściwości bioszkieł  

 

W ramach badań przeprowadzonych do pracy doktorskiej opracowano sposób 

otrzymywania bioszkieł metodą zol-żel o różnym składzie i stopniu krystaliczności. Na 

początku oceniono ich uziarnienie, rozwinięcie powierzchni, skład chemiczny, strukturę 

krystaliczną, właściwości termiczne a także uwalnianie jonów wapnia, strontu i cynku. Ponadto 

oceniono ich bioaktywność z wykorzystaniem testu polegającego na ich inkubacji 

w symulowanym płynie fizjologicznym (SBF) 

 

9.1.1 Uziarnienie i rozwinięcie powierzchni cząstek szkieł 

 

Wielkości charakterystyczne rozkładu uziarnienia szkieł o różnym stopniu 

rozdrobnienia (serii II) przedstawiono w tabeli 6 oraz na rys. 10. 

 

Tabela 6: Wielkości charakterystyczne uziarnienia szkieł o różnym stopniu rozdrobnienia  

(seria II). 

Symbol próbki 
Uziarnienie, µm 

dv(0.1) dv(0.5) dv(0.9) 

P5_I 7,1 59,9 215,5 

P5_II 4,2 26,9 77,4 

P5Zn2_I 5,4 45,5 139,5 

P5Zn2_II 3,7 29,1 85,6 

P5Sr2_I 8,3 69,1 228,6 

P5Sr2_II 5,7 45,0 131,1 

P5Zn5_I 8,0 68,1 198,5 

P5Zn5_II 5,4 42,3 118,7 

P5Sr5_I 7,7 61,8 173,7 

P5Sr5_II 4,9 37,7 106,0 
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Rys. 10 Porównanie krzywych rozkładu uziarnienia bioszkieł o uziarnieniu I i II. 

 

Analizując wyniki uzyskanego rozkładu wielkości cząstek można zaobserwować, że dla 

bioszkła o wielkości cząstek I wartość wymiaru dv(0,5) wahała się od 45,5 µm dla próbki 

P5Zn2_I do 69,1 µm dla próbki P5Sr2_I. Natomiast dla bioszkła o wielkości cząstek II wartość 

dv(0,5) była mniejsza i wahała się od 26,8 µm dla próbki P5_II do 45,0 µm dla próbki P5Sr2_II. 

Otrzymane proszki różniły się parametrami wielkości cząstek zarówno w grupie I, jak i II, 

mimo że czasy mielenia poszczególnych bioszkieł były zawsze takie same. Różnice 

w parametrach wielkości cząstek wynikają głównie ze stosowanego sposobu mielenia oraz 

różnic w strukturze wewnętrznej szkieł. 
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Analizę uziarnienia bioszkieł poddanych zróżnicowanej obróbce termicznej (seria III) 

przedstawiono w tabeli 7. 

 

Tabela 7: Wielkości charakterystyczne uziarnienia szkieł poddanych zróżnicowanej obróbce 

termicznej (seria III). 

Symbol szkła 
Uziarnienie [µm] 

d(0,1) d(0,5) d(0,9) 

P5 7,4 59,3 164,0 

P5a 6,8 58,1 161,5 

P5b 5,7 46,1 136,4 

P5c 5,4 45,7 132,4 

P5d 7,5 65,7 169,6 

P5Zn2 6,4 58,5 156,8 

P5Zn2a 4,9 40,3 137,1 

P5Zn2b 4,4 29,5 126,5 

P5Zn2c 6,7 53,9 160,1 

P5Zn2d 6,1 52,6 151,0 

P5Sr2 6,0 46,9 127,6 

P5Sr2a 5,9 52,1 154,7 

P5Sr2b 5,3 42,9 134,7 

P5Sr2c 5,3 40,7 141,6 

P5Sr2d 5,9 53,9 154,4 

 

W tej serii szkieł wartość charakterystyczna dv(0,5) wahała się od 29,5 µm dla próbki 

P5Zn2b do 65,7 µm dla próbki P5d. Podobnie jak w bioszkłach (serii II) po rozdrobnieniu 

otrzymane proszki różniły się parametrami wielkości cząstek, mimo że czasy mielenia 

poszczególnych szkieł były zawsze takie same. Stopień uporządkowania struktury i obecność 

nanokrystalitów nie miały istotnego wpływu na uziarnienie uzyskiwanych proszków. 

Badania za pomocą BET wykazały, że otrzymane proszki szkieł charakteryzowały się 

dużym rozwinięciem powierzchni. Na przykład powierzchnia właściwa bioszkła P5Zn1g 

wynosiła 158.08 ± 0.02 m2/g. 
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9.1.2 Właściwości termiczne bioszkieł 

 

Wyniki termograwimetrycznej i różnicowej analizy termicznej uzyskane dla bioszkła 

P5 poddanego obróbce w temperaturze 600°C przez 10 h przedstawiono na rys. 11 i rys. 12. 

Zmiany widoczne na krzywej TG (rys. 11) odpowiadają procesom termicznym 

odzwierciedlonym na krzywej DTA (rys. 12). Podczas ogrzewania próbki od temperatury 

pokojowej do 425°C, ubytek masy na krzywej TG wyniósł 12,27% wag. Widoczny na samym 

początku pomiaru ubytek masy na krzywej TG jest związany z utratą wilgoci zaadsorbowanej 

w porach bioszkła. Zaobserwowano, że utrata masy próbki była mniejsza niż podana 

w literaturze [122]. Jednakże większość źródeł literaturowych opisuje właściwości termiczne 

suchych żeli, które wcześniej wygrzewano jedynie do temperatury 120°C [123]. Jak podaje 

Jones i in. [123], podczas analizy takich żeli występują zmiany masy w zakresie 50-180°C 

związane z usuwaniem wilgoci oraz pozostałości wody i etanolu, a na krzywej DTA widoczny 

jest endotermiczny pik związany z utratą wilgoci zaadsorbowanej w porach bioszkła. Natomiast 

podczas wygrzewania powyżej 180°C zachodzą przemiany egzotermiczne, związane 

z procesem kondensacji oraz termicznym rozkładem azotanów i usuwaniem NO2 [122]. Ubytek 

masy w suchym żelu przekracza 30% wag. 

 

 

Rys. 11 Wynik analizy TG bioszkła o symbolu P5: 70%wag SiO2, 25%wag CaO, 5% P2O5 
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Rys. 12 Wynik analizy DTA bioszkła o symbolu P5 (serii II): 70%wag SiO2, 25%wag CaO, 

5% P2O5 

 

W zakresie temperatur 425-700°C zaobserwowano szeroki sygnał DTA. Na krzywej 

można wyróżnić kilka efektów o mniejszym natężeniu (497,0°C, 573,8°C, 671,0°C). Zostały 

one potwierdzone przez drugą pochodną DDTA, gdzie przy 671,0°C występuje wyraźny pik 

egzotermiczny. Przeprowadzona analiza termiczna pozwoliła określić temperaturę obróbki 

cieplnej (650°C) niezbędną do utrwalenia struktury wytworzonych bioszkieł. 

Wyniki analizy termograwimetrycznej i różnicowej analizy termicznej uzyskane dla 

bioszkieł P5, P5Zn2 i P5Sr2 po wygrzewaniu w temperaturze 550°C przez 3 h przedstawiono 

na rys. 13. Zmiany widoczne na krzywej TG odpowiadają procesom termicznym 

odzwierciedlonym na krzywej DTA. Podczas ogrzewania próbek od temperatury pokojowej do 

1000°C zaobserwowano wyższy ubytek masy na krzywej TG dla bioszkieł P5Zn2 i P5Sr2 niż 

dla bioszkła P5. 
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Rys. 13 Zestawienie krzywych TG, DTA i DTG bioszkieł (serii III): S1 (P5), S2 (P5Zn2) and 

S3 (P5Sr2) poddanych badaniu po obróbce w 550°C/3h 

 

Na krzywej DTA bioszkła P5 widoczny jest szeroki efekt egzotermiczny w zakresie 

temperatur 200-900°C świadczący o tendencji do krystalizacji. Na krzywej DTA bioszkła 

P5Zn2 taki efekt występuje w zakresie 200-650°C. Natomiast krzywa DTA bioszkła P5Sr2 

wyróżnia się odmiennym przebiegiem z wyraźnym minimum przy 750°C, które może 

świadczyć o początku krystalizacji. Temperaturę krystalizacji badanych bioszkieł wyznaczają 

egzotermiczne piki w temperaturach: 950°C, 960°C i 975°C, odpowiednio dla P5Zn2, P5 

i P5Sr2. Otrzymany wynik jest zgodny z podanym przez badaczy Ma et al. [49], którzy badając 

suchy żel pochodzący z układu CaO-SiO2-P2O5 uzyskali temperaturę krystalizacji w 912°C 

[49], przy czym badane przez nich szkło miało inny skład chemiczny, gdyż posiadało wyższy 

udział CaO niż bioszkło P5, stanowiące materiał odniesienia w niniejszej pracy doktorskiej. 

 

9.1.3 Wyniki analizy FTIR bioszkieł 

 

Analizy FTIR bioszkła P5 poddanego obróbce termicznej przez 20 h w temperaturze 

600C oraz bioszkieł P5Sr2, P5Sr5, P5Zn2 iP5Zn5 poddanych obróbce przez 15 h w 650C 

przedstawiono na rys. 14.  
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Rys. 14 Analiza FTIR bioszkła P5 poddanego obróbce termicznej przez 20 h w temperaturze 

600C oraz P5Sr2, P5Sr5, P5Zn2 iP5Zn5 wygrzewanego 15 h w 650C. 

 

Analizę FTIR przeprowadzono w celu identyfikacji głównych grup funkcyjnych 

i zbadania składu chemicznego wytworzonych bioszkieł. Dla wszystkich bioszkieł główne 

pasma absorpcji promieniowania podczerwonego pojawiły się przy 1070 i 798 cm-1, które 

odpowiadają drganiom rozciągającym tetraedrów [SiO4]
4-. Szerokie pasmo absorpcji przy 1070 

cm-1 jest związane z asymetrycznymi drganiami Si-O-Si w tetraedrach krzemotlenowych, 

a pasma przy 798 cm-1 są przypisane do symetrycznych drgań rozciągających Si-O-Si 

(połączenie tetraedrów [SiO4]
4-). Można także zaobserwować pasma odpowiadające drganiom 

zginającym grupy Si-O-Ca przy 1220 cm-1. Słabo widoczne podwójne pasma od 

asymetrycznych drgań zginających P-O grupy PO4
3- zidentyfikowano przy około 565 i  582 

cm-1. Szerokie pasma występujące przy 460 cm-1 przypisuje się drganiom zginającym  

Si-O. Widma pokazują także słabe pasma przy 1636 cm-1 przypisywane drganiom wiązań OH. 

Można także zaobserwować szerokie, mało intensywne pasma w zakresie 3100-3700 cm-1 

pochodzące od drgań rozciągających OH z grup silanolowych (Si-OH) i wiązań HO-H 

w zaadsorbowanych cząsteczkach wody. 
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Te same charakterystyczne pasma absorpcji zaobserwowano dla szkieł serii III 

(poddanych obróbce cieplnej przy różnych parametrach). Jako reprezentatywne pokazano 

widma FTIR bioaktywnych szkieł P5, P5Zn2 i P5Sr2 po obróbce w temperaturze 550°C przez 

3 h oraz P5d, P5Zn2d i P5Sr2d po obróbce w temperaturze 650°C przez 10 h (rys. 15). 

 

Rys 15 Analiza FTIR bioszkieł P5, P5Zn2 i P5Sr2 po obróbce w temperaturze 550°C/3 h oraz 

P5d, P5Zn2d i P5Sr2d po obróbce w temperaturze 650°C/10 h. 

 

9.1.4 Wyniki analizy XRD bioszkieł po obróbce termicznej 

 

Do przeprowadzenia analizy XRD wybrano próbki badanych bioszkieł z serii III 

poddanych obróbce termicznej w skrajnych warunkach temperaturowych: 550°C/3h 

i 650°C/10h oraz dodatkowo w 1050°C/5h (rys. 16-18).  
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Rys. 16 Analiza XRD bioszkieł P5, P5d i P5e (seria III) po obróbce termicznej odpowiednio 

w 550°C/3h; 650°C/10h i 1050°C/5h. 

 

 

Rys. 17 Analiza XRD bioszkieł P5Zn2, P5Zn2d i P5Zn2e (seria III) po obróbce termicznej 

odpowiednio w 550°C/3h; 650°C/10h i 1050°C/5h. 
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Rys. 18 Analiza XRD bioszkieł P5Sr2, P5Sr2d i P5Sr2e (seria III) po obróbce termicznej 

odpowiednio w 550°C/3h; 650°C/10h i 1050°C/5h. 

 

Na dyfraktogramach próbek wygrzewanych w 550°C i 650°C (P5, P5d; P5Zn2, 

P5Zn2d; P5Sr2, P5Sr2d) widoczne jest wyraźne podniesienie tła w zakresie 2Ɵ 15-40°, co 

świadczy o obecności dużej ilości fazy amorficznej. Obecność szerokich pików o małej 

intensywności, świadczy o obecności w badanej próbce substancji nanokrystalicznej, której 

przyporządkowanie do określonej fazy krystalicznej nie jest możliwe. Fazy krystaliczne 

zidentyfikowano dopiero na dyfraktogramach próbek (P5e, P5Zn2e i P5Sr2e) poddanych 

obróbce w temperaturze 1050°C, czyli temperaturze przekraczającej ich temperaturę 

krystalizacji. W próbkach P5e oraz P5Sr2e zidentyfikowano niskotemperaturowy wollastonit 

(COD 9002179), pseudowollastonit (COD 9005777) oraz kwarc (COD 9012600). W próbce 

bioszkła P5Zn2e, które w składzie zawierało ZnO zidentyfikowano jednoskośny wollastonit-

2M (COD 9011913), pseudowollastonit i kwarc, a ponadto hardystonit (COD 5000232) 

i krystobalit (COD 9008224). Wyniki przeprowadzonego badania są zgodne z wynikami Ma 

i in. [49] i potwierdzają, że krystalizacja w bioszkłach z układu SiO2-CaO-P2O5 najefektywniej 

zachodzi powyżej 900°C.  
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Z ilościowej analizy XRD (tabela 8) badanych bioszkieł wynika, że po obróbce 

w 550°C/3h i 650°C/10h najwięcej fazy krystalicznej występuje w próbkach P5 i P5d. 

Oznaczona zawartość fazy krystalicznej dla tych szkieł wynosiła odpowiednio 41,16%wt. 

I 44,8%wt. W próbkach bioszkieł P5Zn2 i p5Zn2d oznaczona zawartość fazy krystalicznej była 

znacznie niższa i wynosiła odpowiednio 24,17%wt. i 24,31%wt. Podobną ilość (24,23%wt.) 

oznaczono także w próbce P5Sr2d. Najniższą zawartość fazy krystalicznej (22,02%wt.) 

oznaczono dla bioszkła P5Sr2 poddanej wygrzewaniu w 550°C. Natomiast po obróbce 

termicznej wytworzonych szkieł w temperaturze 1050°C czyli po przekroczeniu wyznaczonych 

dla nich temperatur krystalizacji, najwyższą zawartość fazy krystalicznej (99,82 %wt.) 

odnotowano dla próbki bioszkła P5Zn2e. W próbkach szkieł P5e i P5Sr2e oznaczona zawartość 

fazy krystalicznej wynosiła odpowiednio 71,82 %wt. i 81,20 %wt. Na podstawie 

przedstawionych wyników stwierdza się, że zawartość fazy krystalicznej zależy od składu 

chemicznego szkła i temperatury obróbki termicznej. W pracy Arstila i in. [124] dotyczącej 

krystalizacji bioaktywnych szkieł wykazano, że krystalizacja rozpoczyna się na powierzchni 

próbki, a grubość skrystalizowanej warstwy zwiększa się liniowo wraz z czasem i temperaturą 

obróbki cieplnej. 

 

Tabela 8: Ilościowy skład fazowy oznaczony metodą XRD  

Skład bioszkła  Symbol 

próbki 

Parametry obróbki 

termicznej 

Zawartość fazy 

krystalicznej 

[%wt.] temp. [°C] czas [h] 

SiO2 70 %wag.,  

CaO 25 %wag., 

P2O5 5 %wag. 

P5 550 3 41.2 

P5d 650 10 44.8 

P5e 1050 5 71,8 

SiO2 70 %wag., 

CaO 23 %wag., 

P2O5 5 %wag., ZnO 2 %wag. 

P5Zn2 550 3 24.2 

P5Zn2d 650 10 24.3 

P5Zn2e 1050 5 99,8 

SiO2 70 %wag., 

CaO 23 %wag., 

P2O5 5 %wag., SrO 2 %wag. 

P5Sr2 550 3 22.0 

P5Sr2d 650 10 24.2 

P5Sr2e 1050 5 81,2 
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9.1.5 Uwalnianie jonów z bioszkieł 

 

 Wyniki analizy przeprowadzonej dla szkieł z serii II za pomocą płomieniowej 

spektrometrii absorpcji atomowej (FAAS) potwierdza uwalnianie jonów Ca2+ (rys. 19) oraz 

wskazuje na aktywność badanych bioszkieł. 

 

 

Rys. 19 Stężenie jonów Ca2+ uwolnionych z bioszkieł P5_I, P5Zn2_I, P5Sr2_I, P5Zn5_I oraz 

P5Sr5_I d (seria II) o wody dejonizowanej. Całkowitą niepewność pomiaru określono przy 

poziomie ufności 95% i współczynniku rozszerzenia k=2. 

 

Dla szkieł z serii II: P5Zn2_I, P5Sr2_I, P5Zn5_I i P5Sr5_I stężenie oznaczanych jonów 

po kontakcie z wodą dejonizowaną przez 21 dni było tylko nieznacznie wyższe od oznaczeń po 

1,5 h. Istotnie większą ilość wydzielonych jonów po 21 dniach zaobserwowano jedynie dla 

bioszkła P5_I.  

Należy zwrócić uwagę, że charakterystyczne wielkości cząstek bioszkła P5_I dv(0,1), 

dv(0,5) i dv(0,9) były wysokie w porównaniu do pozostałych i wynosiły odpowiednio 7,1 µm, 

59,9 µm i 215,1 µm. Uzyskane wyniki uwalniania jonów mogą wskazywać, że wielkość cząstek 

ma mniejszy wpływ na aktywność hydrolityczną niż wewnętrzna struktura bioszkła. Według 

wyników Vaida  i wsp. [125] uwolnienie jonów prowadzi także do innych przemian 

chemicznych, zwłaszcza podczas inkubacji bioszkła w roztworze SBF. Podczas kontaktu 
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bioszkła z roztworem SBF, pod wpływem uwolnionych jonów Ca2+, na uwodnionej warstwie 

bogatej w krzem, tworzy się amorficzny fosforan wapnia. Z drugiej strony wyniki badań Liu 

[126] wskazują, że wzrost zawartości jonów wapnia w roztworze SBF nie jest krytycznym 

czynnikiem wpływającym na wytrącanie się apatytu, gdyż ten związek chemiczny tworzy się 

jedynie na ujemnie naładowanej powierzchni z grupą funkcyjną (≡Si-O-). 

 Wyniki analizy przeprowadzonej za pomocą płomieniowej spektrometrii absorpcji 

atomowej (FAAS) potwierdzają uwalnianie jonów Ca2+ (rys. 20) co wskazuje na degradację 

badanych bioszkieł, w tym przypadku bioszkieł z serii III. Wyniki otrzymane po 24 h inkubacji 

badanych bioszkieł w dejonizowanej wodzie pokazują, że ilość uwolnionych jonów Ca2+ zależy 

zarówno od temperatury obróbki termicznej jak i składu chemicznego badanych szkieł. 

 

 

Rys. 20 Kinetyka uwalniania Ca2+ z bioszkieł serii III do wody dejonizowanej  

w temperaturze 37°C 

 

Najwyższe stężenie uwolnionych jonów wapnia oznaczono dla bioszkła P5 po obróbce 

w 550°C/3h, po kolejnych etapach wygrzewania tego bioszkła ilość uwolnionych jonów była 

niższa. Z bioszkieł o składzie P5Zn2 najwięcej jonów Ca2+ uwolniła próbka po wygrzewaniu 

w 600°C/10h. W przypadku tego składu próbki po obróbce w niższej oraz w wyższej 

temperaturze uwalniały mniej jonów. Uwolnione jony z bioszkła podczas kontaktu z płynem 
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symulującym osocze (SBF) mogą tworzyć amorficzny fosforan wapnia nad uwodnioną 

warstwą bogatą w krzem. Tendencja materiału do tego typu chemicznych przemian w obecności 

SBF prowadzi do tworzenia krystalicznego fosforanu wapnia lub apatytu [126]. Natomiast ilość 

uwolnionych jonów wapnia z wszczepionego biomateriału może także wpływać na 

zapoczątkowanie efektu krzepnięcia krwi [51]. Na otrzymane wyniki uwalniania jonów wapnia 

największy wpływ miał skład chemiczny oraz różnice w promieniach jonowych pierwiastków 

(Zn<Ca<Sr), którymi zastąpiono wapń w bioszkle o składzie referencyjnym (P5). Chociaż 

obróbka termiczna w wyższej temperaturze sprzyja porządkowaniu struktury, a co za tym idzie 

zwiększeniu odporności chemicznej, w przypadku bioszkła P5Sr2 najwięcej jonów uwalniało 

się po obróbce w 650°C/10 h. 

 

 Uwalnianie jonów Zn2+ i Sr2+ z wybranych bioszkieł seri III badano metodą plazmy 

indukcyjnie sprzężonej (ICP), a wyniki przedstawiono w (tabeli 9). 

 

Tabela 9: Zawartość jonów Zn2+ i Sr2+ uwolnionych do wody dejonizowanej po 24 h inkubacji 

w 37°C z bioszkieł  

Typ próbki 
Symbol 

 bioszkła 

Stężenie 

uwolnionych jonów 

Zn2+, mg/l 

Stężenie 

uwolnionych jonów 

Sr2+, mg/l 

Bioszkło 
P5Sr2 bdl 5.91±0.7 

P5Sr2d bdl  4.58±0.54 

bdl – poniżej poziomu oznaczalności 

 

Stężenie jonów Sr2+ uwalnianych z próbek bioszkła mieści się w zakresie uznawanym 

za odpowiedni do stymulacji odpowiedzi osteogennej bez wywoływania efektu 

cytotoksycznego. Według literatury [127], poziom ten mieści się w przedziale 3÷6 mg/l. Nie 

przeprowadzono analiz bioszkła domieszkowanego 2% ZnO (P5Zn2 i P5Zn2d) ze względu na 

ich skład chemiczny. Według literatury [128], [129], jony Zn2+ bardzo łatwo reagują z grupami 

PO4
3-, co znacząco zmniejsza stężenie tych jonów uwalnianych do roztworu z bioszkieł 

należących do układu SiO2-P2O5-CaO.  
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9.1.6 Bioaktywność bioszkieł  

  

Ocenę bioaktywności przeprowadzono na podstawie analiz SEM-EDS powierzchni 

bioszkła przed i po inkubacji w roztworze SBF. Ta metoda oceny bioaktywności jest stosowana 

przez wielu badaczy [130–132]. Wyniki analizy SEM/EDS przykładowego bioszkła P5 

wygrzanego w temperaturze 650°C przed inkubacją w SBF  pokazano na rys. 21. 

 

 

Rys. 21 Analiza SEM-EDS bioszkła P5_II po obróbce w 650°C przed inkubacją  

w roztworze SBF 

 

W widmie dyfrakcyjnym EDS zaobserwowano pik od Si o największej intensywności 

oraz piki od Ca i P o mniejszej intensywności. Podobną zależność intensywności pików 

zaobserwowano także dla pozostałych bioszkieł tej serii. Analiza EDS pozostałych bioszkieł 

potwierdziła także  obecność Si, Ca i P w składzie P5, a dodatkowo obecność Zn lub Sr 

w bioszkłach wzbogaconych w ZnO lub SrO. Na zdjęciach wykonanych po 2 tygodniach 

inkubacji w roztworze SBF na powierzchni wszystkich badanych bioszkieł zaobserwowano 

wyraźnie widoczne sferyczne formy i zmiany składu chemicznego (rys. 22) i (rys. 23). 
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Rys. 22 Analizy SEM-EDS bioszkieł: (a) P5_II/600 (b) P5_II/650 (c) P5Zn2_II/650 (d) 

P5Zn5_II/650 (e) P5Sr2_II/650 (f) P5Sr5_II/650 po14 dniach inkubacji w roztworze SBF. 
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Rys. 23: Analiza SEM-EDS bioszkieł P5, P5Zn2, P5Sr2 oraz P5d, P5Zn2d, P5Sr2d przed i po 

21 dniach inkubacji w roztworze SBF. 
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Analiza SEM-EDS wykazuje wzrost intensywności pików od Ca i P oraz znaczny 

spadek intensywności piku od Si. Zaobserwowane zmiany w analizie SEM-EDS są spójne 

z wynikami innych badaczy [130][131]. Zmiany zachodzące na powierzchni bioszkła podczas 

kontaktu z SBF wynikają z szeregu zjawisk, do których zalicza się wymywanie, rozpuszczanie 

i wytrącanie, które prowadzą do powstania warstwy apatytu [133] lub warstwy kalcytu [130]. 

Uważa się, że pojawienie się na powierzchni biomateriału form apatytu podobnych do 

nanokryształów HA występujących w ludzkiej kości sprzyja zwiększonej adhezji i proliferacji 

komórek [134]. Morfologia tych kalafioropodobnych osadów jest charakterystyczna dla 

niskokrystalicznego hydroksyapatytu i jest oznaką bioaktywności, co wykazali inni oraz nasze 

wcześniejsze badania [6][135]. Ponadto zastąpienie Ca przez Sr w składzie chemicznym szkła 

sprzyja tworzeniu się kości. Według Fredholma [88] obecność SrO sprzyja uwalnianiu jonów 

i tworzeniu apatytu. 

 

9.2. Budowa i właściwości biokompozytów z bioszkłem  

 

W ramach przeprowadzonych badań opracowano sposób otrzymywania 

biokompozytów o osnowie z chitozanu oraz mieszaniny chitozanu i kwasu hialuronowego. 

Oceniono ich budowę, skład chemiczny i mikrostrukturę przed i po inkubacji w SBF a także 

uwalnianie jonów strontu i cynku.  

 

9.2.1 Uwalnianie jonów 

 

Uwalnianie jonów Zn2+ i Sr2+ z wybranych kompozytów badano metodą plazmy 

indukcyjnie sprzężonej (ICP), a wyniki przedstawiono w tabeli 10. Oznaczone stężenie jonów 

Zn2+ uwolnionych z badanych kompozytów chitozan/ bioszkło nie przekracza poziomu 2 mg/l. 

Według Kapoora [47], takie stężenie można uznać za dawkę terapeutyczną. Największe 

stężenie jonów Zn2+ wynoszące 0,58±0,07 mg/l oznaczono dla kompozytu C_P5Zn2a.  

Oznaczone stężenie jonów Zn2+ uwolnionych z kompozytów chitozan/hialuronian 

sodu/bioszkło także nie przekracza poziomu 2 mg/l niezależnie od czasu inkubacji. Największe 

stężenie jonów Zn2+ oznaczono dla kompozytu C-H10-P5Zn2, które po 24 h inkubacji wynosiło 

ono 0,34 ± 0,03 mg/L. Stężenie uwolnionych jonów Sr2+ jest poniżej zakresu uznawanego za 

odpowiedni do stymulacji odpowiedzi osteogennej bez powodowania efektu cytotoksycznego. 

Według literatury [127], poziom ten mieści się w przedziale 3–6 mg/l. 
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Tabela 10: Zawartość jonów Zn2+ i Sr2+ uwolnionych do wody dejonizowanej po 24 h lub 7 

dniach inkubacji w 37°C z kompozytów chitozan/bioszkło oraz kompozytów 

chitozan/hialuronian sodu/bioszkło 

Symbol próbki Czas inkubacji Stężenie 

uwolnionych jonów 

Zn2+, mg/l 

Stężenie 

uwolnionych jonów 

Sr2+,mg/l 

C_P5Zn2 24 h 0.29±0.03 bdl 

C_P5Zn2a 24 h 0.58±0.07 bdl 

C_P5Zn2b 24 h 0.38±0.04 bdl 

C_P5Zn2c 24 h 0.37±0.04 bdl 

C_P5Zn2d 24 h 0.28±0.03 bdl 

    

C-H10-P5Zn2 24 h 0.34 ± 0.04 bdl 

C-H10-P5Zn2d 24 h 0.33 ± 0.04 bdl 

C-H10-P5Sr2 24 h bdl 0.86 ± 0.10 

C-H10-P5Sr2d 24 h bdl 1.30 ± 0.15 

    

C-H10-P5Zn2 7 dni 0.24 ± 0.03 bdl 

C-H10-P5Zn2d 7 dni 0.20 ± 0.02 bdl 

C-H10-P5Sr2 7 dni bdl 1.94 ± 0.23 

C-H10-P5Sr2d 7 dni bdl 2.45 ± 0.29 
bdl – poniżej poziomu oznaczalności 

 

9.2.2 Bioaktywność biokompozytów 

  

Potencjał biokompozytów w kierunku bioaktywności badano po inkubacji w roztworze 

SBF przez 21 dni.  

Obserwacje SEM rusztowań kompozytowych chitozan/bioszkło (rys. 24) oraz 

chitozan/hialuronian sodu/bioszkło (rys. 25) pokazują, że są one bardzo porowate, a po 

inkubacji w SBF na powierzchni zaobserwowano osady mineralne. Wielkość porów 

wytworzonych kompozytów mieści się w granicach 40 – 100 µm. Widoczne na obrazach SEM 

różnice wynikają z rodzaju zastosowanego detektora. Przed inkubacją w SBF zdjęcia 

wykonano przy użyciu detektora ETD a po inkubacji przy użyciu detektora vCD. Dzięki 

detektorowi vCD ziarna szkła są lepiej widoczne. Analiza EDS potwierdziła, że w ich składzie 

dominują wapń i fosfor, a stosunek Ca/P jest bliski 1,6, czyli charakterystyczny dla 

hydroksyapatytu.  
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Rys. 24: Analiza SEM-EDS kompozytów chitozan/bioszkło: C_P5, C_P5Zn2, C_P5Sr2 oraz 

C_P5d, C_P5Zn2d, C_P5Sr2d przed i po 21 dniach inkubacji w roztworze SBF. Zdjęcia SEM 

wykonano przed inkubacją w SBF przy użyciu detektora ETD a po inkubacji przy użyciu 

detektora vCD. 
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Rys. 25: Analiza SEM-EDS kompozytów chitozan/hialuronian sodu/bioszkło: C-H5-P5, C-

H5-P5Zn2, C-H5-P5Sr2 i H5-P5d, C-H5-P5Zn2d i C-H5-P5Sr2d przed i po 21 dni inkubacji 

w roztworze SBF. Zdjęcia SEM wykonano przed inkubacją w SBF przy użyciu detektora 

ETD a po inkubacji przy użyciu detektora vCD. 
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Obrazy po inkubacji w SBF kompozytów chitozan/hialuronian sodu/bioszkło 

z udziałem bioszkła P5 oraz z bioszkłem P5Sr2 wskazują na mniejszą homogenicznoć 

struktury. Jak wykazano we wcześniejszych badaniach ziarna o większym rozmiarze mogą 

powodować częściową deformację mikrostruktury kompozytu [135]. Wielkość 

charakterystyczna d(0.5) uziarnienia tych szkieł wynosi odpowiednio 59,5µm oraz 46,2 µm 

i jest mniejsza niż maksymalna określona dla ziaren szkła P5d (65,7 µm). To dowodzi, że 

zaburzenia struktury nie wynikają z uziarnienia zastosowanego szkła. Ponieważ zawiesiny 

kompozytów przygotowywano zawsze w tej samej proporcji 1:1 chitozan/bioszkło, na 

występujące deformacje struktury w próbkach C-H5-P5 oraz C-H5-P5Sr2 mogła wpłynąć 

reaktywność bioszkieł P5 i P5Sr2 związana z zastosowaną najniższa (550°C/3h) temperaturą 

obróbki termicznej lub pęcherzyki powietrza, które powstały podczas przygotowania 

zawiesiny. Wyniki testu zanurzeniowego w SBF pokazują, że kompozyty chitozan-bioszkło 

oraz chitozan/hialuronian sodu/bioszkło są bioaktywne, co bardzo dobrze rokuje w kontekście 

ich wykorzystania w charakterze rusztowań dla inżynierii tkanki kostnej lub wypełnień 

ubytków tkanki kostnej. 

 

9.3. Właściwości biologiczne bioszkieł  

 

9.3.1 Właściwości antybakteryjne  

 

Test aktywności antybakteryjnej badanych bioszkieł serii II przeprowadzono 

w obecności gentamycyny jako kontroli pozytywnej i SiO2 jako kontroli negatywnej. Wyniki 

testu wskazują na zmniejszenie liczby bakterii obu szczepów, tj. S. aureus i P. aeruginosa 

w kontakcie ze wszystkimi badanymi bioszkłami (rys. 26). 



61 
 

 

Rys. 26 Redukcja liczby bakterii S. aureus i P. aeruginosa inkubowanych z bioszkłami 

o uziarnieniu I i II. 

 

Zaobserwowane zostały wyniki redukcji liczby komórek z badanych szczepów po 

kontakcie z bioszkłami, niezależnie od wielkości cząstek bioszkieł. Wyniki redukcji są niższe 

niż dla wzorca gentamycyny, ale znacznie wyższe niż dla kontroli negatywnej. SiO2 wpłynął 

na zmniejszenie początkowej liczby bakterii średnio o 32% w porównaniu do kontroli 

w przypadku obu analizowanych szczepów. W przypadku bakterii P. aeruginosa redukcja 

liczby mikroorganizmów w ośmiu badanych bioszkłach przekroczyła 80%. Wartość redukcji 

w stosunku do początkowej liczby drobnoustrojów dla bioszkła P5Zn2 II i P5Zn5 II wyniosła 

odpowiednio 93,88% i 95,64%. W przypadku bakterii S. aureus największe wartości redukcji 

stwierdzono także dla próbek P5Zn2 II i P5Zn5 II i wyniosły one odpowiednio 88,10% 

i 92,86%. Bioszkła zawierające ZnO wykazały wyższą wartość redukcji liczby drobnoustrojów 

niż bioszkło referencyjne P5 i bioszkła zawierające SrO. Wyznaczony procent redukcji liczby 

bakterii w bioszkłach P5Sr2 I i P5Sr5 II był niższy w porównaniu do szkieł P5 I i P5 II 

odpowiednio o 9,52 i 0,67%. Ponadto bioszkła o drobniejszych cząstkach charakteryzowały się 

wyższą skutecznością redukcji liczby drobnoustrojów, średnio o 13,17% w przypadku S. aureus 
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i 7,01% w przypadku P. aeruginosa. Uzyskane wyniki redukcji wskazują także na większą 

wrażliwość bakterii P. aeruginosa w porównaniu ze S. aureus na czynniki bakteriobójcze 

obecne w kontakcie z badanymi bioszkłami i SiO2. Uzyskane wyniki pokazują także wpływ 

budowy ściany komórkowej [34][136] w bakteriach Gram-ujemnych i Gram-dodatnich na 

wrażliwość szczepu na środek przeciwbakteryjny [99], a także skład chemiczny i wielkość 

cząstek analizowanego materiału. Według Pasqueta [99] stężenie jonów Zn2+ odgrywa znaczącą 

rolę, gdyż aby uzyskać podobny efekt antybakteryjny wobec S. aureus, zastosowano 

dziesięciokrotnie większe stężenie tych jonów, ze względu na mniejszą wrażliwość bakterii. 

Mniejszą wrażliwość bakterii S. aureus zaobserwowano także we wcześniejszych badaniach 

przeprowadzonych dla kompozytów zawierających bioszkła wzbogacone ZnO [30].  

Mechanizm działania przeciwbakteryjnego jonów cynku (Zn2+) opiera się na 

hamowaniu wzrostu i zatrzymaniu podziału komórek. Odbywa się to między innymi poprzez 

oddziaływanie z białkami błony komórkowej, co skutkuje ograniczeniem jej przepuszczalności, 

a co za tym idzie zaburzeniem transportu składników odżywczych do wnętrza i wydalania 

produktów przemiany materii na zewnątrz komórki [137]. Zaobserwowana wyższa aktywność 

antybakteryjna bioszkła o mniejszych cząstkach może być związana z ich większą 

powierzchnią właściwą, a także sprzyjać powstawaniu uszkodzeń mechanicznych ściany 

komórkowej bakterii [121]. Bioszkła P5 I i P5 II wykazały także działanie antybakteryjne, co 

można wytłumaczyć uwalnianiem jonów wapnia. Według Zhanga [138], wzrost pH środowiska 

w wyniku uwolnienia jonów prowadzi do zmniejszenia liczby mikroorganizmów. 

 

9.3.2 Badania cytotoksyczności i proliferacji komórek hFOB1.19 

 

Do określenia poziomu cytotoksyczności w bezpośrednim kontakcie bioszkieł z serii II 

z komórkami hFOB1.19 wykorzystano testy LDH i WST-1. Procedurę badania i ocenę 

wyników przeprowadzono zgodnie z normą EN ISO 10993-5:2009 „Biologiczna ocena 

wyrobów medycznych – Część 5: Badania cytotoksyczności in vitro. Ze względu na fakt, że 

osteoblasty hFOB1.19 dzielą się co 36 h badanie przeprowadzono po 48 h inkubacji. 

 Na rys. 27 przedstawiono wyniki analizy dehydrogenazy mleczanowej (LDH) 

wydzielanej do nadsączu przez komórki, która wskazuje na cytotoksyczność materiału, jeśli 

względna jej wartość przekroczy 30%. 
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Rys. 27: Cytotoksyczność – test aktywności dehydrogenazy mleczanowej (LDH) na 

osteoblastach hFOB 1.19 inkubowanych przez 48 h z bioszkłami (seria II)  

o wielkości cząstek I i II. 

 

Badania wykazały, że żaden wynik testu aktywności LDH na osteoblastach 

inkubowanych z badanymi szkłami nie przekroczył progu 30% (rys. 27). Pozwala to 

zakwalifikować badane bioszkła jako materiały niewykazujące aktywności cytotoksycznej. 

Największe odchylenie standardowe przekraczające 6,40% lub 6,26% odnotowano dla próbek 

P5Zn2 I i P5Sr2 I. Najwyższą średnią wartość cytotoksyczności odnotowano dla próbek 

bioszkieł zawierających 5% ZnO, odpowiednio 13,02% i 13,62% dla P5Zn5 I i P5Zn5 II 

Uzyskane wyniki wskazują, że skład chemiczny ma większy wpływ na cytotoksyczność 

badanych bioszkła niż wielkość jego uziarnienia. 

 Wyniki testu WST-1 zastosowanego do oceny proliferacji komórek hFOB1.19 

przedstawiono na rys. 28. Wyniki proliferacji wszystkich badanych bioszkła przekroczyły próg 

70%. Największą proliferację wśród bioszkieł o wielkości cząstek I stwierdzono dla próbek 

P5_I i P5Sr2_I. Natomiast wśród bioszkieł o uziarnieniu II największą proliferację stwierdzono 

dla próbki P5Sr5_II zawierającej w składzie chemicznym SrO. 
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Rys. 28 Proliferacja osteoblastów hFOB 1.19 inkubowanych 48 h z testowanymi bioszkłami. 

 

W publikacji [139] wykazano korzystny wpływ Sr na adhezję i proliferację komórek 

natomiast w publikacjach [140][141][142] na ich różnicowanie osteogenne. Wpływ 

pierwiastków dwuwartościowych znajdujących się w szkłach, tj. Zn2+ i Sr2+, na właściwości 

biologiczne bioszkła opisali Cacciotti i in. [21]. Autorzy wykazali, że jony będące produktami 

rozpuszczania szkła są w stanie indukować i stymulować ekspresję genów związanych 

z różnicowaniem osteoblastów i tworzeniem kości. Wyniki innych badań [143] pokazują, że Sr 

może promować aktywność osteoblastów i hamować osteoklasty in vitro. Również Murphy 

i in. wykazali, że odpowiednie stężenie uwolnionych jonów Sr2+ może indukować pozytywną 

odpowiedź fosteoblastów [144]. W badaniach przedstawionych przez Hesaraki i wsp. bioszkła 

zawierające SrO powodowały zwiększenie aktywność fosfatazy alkalicznej (ALP), czyli 

markera wczesnego różnicowania osteogennego [145]. Natomiast Kargozar i in. w badaniach 

in vivo stwierdzili, że bioszkłą tego typu promują one zarówno osteogenezę, jak i angiogenezę 

[146].  
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9.3.3 Badania cytotozgodności i proliferacji komórek MG-63 

 

Bioszkła poddane obróbce cieplnej w temperaturze 550°C/3h lub 650°C/10h (seria III) 

badano w warunkach in vitro w bezpośrednim kontakcie z komórkami MG-63. Wyniki 

przeprowadzonych badań przedstawiono na rys. 29 i rys.30. Wyniki pokazują, że po 1 dniu 

bezpośredniego kontaktu bioszkła były toksyczne dla komórek MG-63. Na obserwowany efekt 

mogą mieć wpływ zasadotwórcze jony uwalniane z bioszkieł (Ca2+, Zn2+, Sr2+), które 

podwyższają pH mikrośrodowiska [138]. Po 7 dnach testu komórki, które przeżyły chętnie 

proliferowały zwłaszcza w kontakcie z bioszkłem P5, P5Zn2, P5Sr2 i P5d (rys. 30). Komórki 

MG-63 były dobrze rozpłaszczone i miały kształt wieloboków, ich morfologia była podobna do 

morfologii komórek rosnących na TCPS. 

 

 

 

Rys. 29 Żywotność komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na bioszkłach,  

testowana przy użyciu AlamarBlue® po 1, 3 i 7 dniach. 
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Rys. 30 Żywotność komórek MG63 hodowanych na bioszkłach (zielone – żywe komórki; 

czerwone – martwe komórki). 
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Pozytywny wpływ warunków obróbki termicznej bioszkieł jest widoczny jedynie 

w przypadku bioszkła P5d. Aktywność metaboliczna komórek rosła w każdym punkcie 

czasowym hodowli komórkowej, jednakże dla najkrótszego czasu hodowli wynoszącego 

1 dzień był on zawsze niższy w porównaniu z kontrolą TCPS. Test barwienia żywe/martwe dla 

wszystkich próbek: bioszkieł potwierdził wyniki AlamarBlue®.  

 

9.4. Właściwości biologiczne kompozytów 

 

9.4.1 Badania cytotoksyczności na ekstraktach 

 

W celu sprawdzenia możliwego cytotoksycznego działania ekstraktów z kompozytów 

chitozan/hialuronian sodu/bioszkło zawierających 5%wag lub 10% wag. hialuronianu na 

komórki z linii A549 organizmów wykorzystano test MTT. Oceniono żywotność komórek po 

48 h hodowli [147]. Wyniki przedstawiono na (rys. 31 i rys. 32) jako średnie wartości gęstości 

optycznej (OD) z sześciu dołków ± odchylenie standardowe (±SD). 

Badania na linii komórkowej A549 nie wykazały toksycznego działania ekstraktów. 

Dodatek 5 % wag. (rys. 31) lub 10% wag. hialuronianu sodu (rys. 32) nie miał wpływu na 

toksyczność próbek. W prezentowanych wynikach nie odnotowano także znaczących różnic 

toksyczności pomiędzy poszczególnymi składnikami kompozytów. Nie zauważono żadnych 

uszkodzeń komórek, wszystkie komórki miały normalną morfologię w porównaniu 

z komórkami kontrolnymi. Z danych przedstawionych na rysunkach wynika, że ekstrakty 

badanych kompozytów nie wpływały na zmniejszenie żywotności komórek A549. 
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Rys. 31 Żywotność komórek A549 (oceniana testem MTT) po kontakcie z ekstraktami 

kompozytów zawierających 5% wag hialuronianu sodu, oraz chitozanu i bioszkła (poddanego 

obróbce w temperaturze 550°C/3h lub 650 °C/10h). 

 

 

Rys. 32 Żywotność komórek A549 (oceniana testem MTT) po kontakcie z ekstraktami 

kompozytów zawierających 10% wag hialuronianu sodu, oraz chitozanu i bioszkła 

(poddanego obróbce w temperaturze 550°C/3h lub 650 °C/10h). 
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9.4.2 Badania immunologiczne na ekstraktach 

 

W celu oceny wpływu ekstraktów z kompozytów chitozan/hialuronian sodu/bioszkło na 

spontaniczną i indukowaną przez dodatek lipopolisacharydów (LPS) oceniano produkcję 

cytokin przez komórki ludzkiej krwi obwodowej  w warunkach in vitro. 

Za pomocą testu ELISA nie wykazano spontanicznej produkcji TNF- oraz IL-6 przez 

ludzką krew obwodową poddaną aktywacji samymi ekstraktami biokompozytów bez 

ekspozycji na LPS, gdyż granica wykrywalności testów TNF- i IL-6 wynosi odpowiednio 

2 pg/mL i 4 pg/mL. Ponadto komórki ludzkiej krew obwodowa narażone na ekstrakty 

z dodatkiem LPS nie wykazały zwiększonej produkcji badanych cytokin w stosunku do 

poziomu badanych cytokin oznaczanego w hodowli z dodatkiem samego LPS (kontrola). Rys. 

33 i rys. 34 przedstawiają wpływ ekstraktów ze szkieł i kompozytów chitozan/hialuronian 

sodu/bioszkło na indukowaną lipopolisacharydem (LPS) produkcję czynnika martwicy 

nowotworu (TNF-α) w hodowli pełnej krwi. Rysunki przedstawiają średnie wartości z oznaczeń 

dokonanych na krwi dawcy ±SD. Wśród prezentowanych wyników czynnika TNF-α 

nieznacznie wyższymi wartościami wyróżnia się bioszkło dotowane ZnO oraz kompozyty 

z jego udziałem C-H5-P5Zn2 i C-H5-P5Zn2d (rys. 33) oraz C-H10-P5Zn2 (rys. 34).  

 

Rys. 33 Ocena produkcji cytokiny TNF- indukowanej LPS w hodowlach z użyciem pełnej 

krwi (WBC) w obecności ekstraktów z próbek kompozytów zawierających 5% wag. 

hialuronianu sodu i bioszkieł poddanych obróbce w temperaturze 550°C/3 h. Kontrolę 

stanowiła próbka WBC. 
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Rys. 34 Ocena produkcji cytokiny TNF- indukowanej LPS w hodowlach z użyciem pełnej 

krwi (WBC) w obecności ekstraktów z próbek kompozytów zawierających 10% wag. 

hialuronianu sodu i bioszkieł poddanych obróbce w temperaturze 550°C/3 h. Kontrolę 

stanowiła próbka WBC. 

 

Wpływ ekstraktów ze szkieł i kompozytów chitozan/hialuronian sodu/bioszkło na 

indukowaną lipopolisacharydem (LPS) produkcję IL-6 w hodowli pełnej krwi przedstawiają 

rys. 35 i rys. 36. W prezentowanych wynikach nieznacznie wyższymi wartościami czynnika 

IL-6 wyróżnia się bioszkło referencyjne, dotowane SrO oraz kompozyty z ich udziałem. 

Cytokina (TNF-) odgrywa zasadniczą rolę w regulacji homeostazy kości w wielu 

chorobach. Wpływ tego czynnika może być klasyczny lub paradoksalny [148]. Nasze wyniki 

są zgodne/(podobne) do wyników otrzymanych przez Osto [148] oraz Huanga [149] którzy 

wykazali, że TNF-  uwalniany na poziomie 0.01 – 0.1 ng/mL indukuje różnicowanie 

osteogenne, natomiast po ekspozycji na LPS ilości TNF- mieszczą się w przedziale 1-20 

ng/mL, która zgodnie z literaturą [150][151] odpowiada za hamowanie różnicowania pre-

osteoblastów. Literatura wskazuje także, że TNF-α może również odgrywać istotną rolę 

w początkowym etapie gojenie tkanek [152]. Natomiast cytokina IL-6 reguluje różnicowanie 

zarówno osteoblastów, jak i osteoklastów lecz a jej wpływ ogranicza się do wczesnych stadiów 

gojenia się złamań kości [150].  
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Rys. 35 Ocena produkcji cytokiny IL-6 indukowanej LPS w hodowlach z użyciem pełnej krwi 

(WBC) w obecności ekstraktów z bioszkieł i kompozytów zawierających 5% wag. 

hialuronianu sodu, chitozanu i bioszkieł obrabianych w temperaturze 550°C/3 h (P5, P5Zn2, 

P5Sr2). Kontrolę stanowiła próbka WBC. 

 

 

Rys. 36 Ocena produkcji cytokiny IL-6 indukowanej LPS w hodowlach z użyciem pełnej krwi 

(WBC) w obecności ekstraktów z bioszkieł i kompozytów zawierających 10%wag. 

hialuronianu sodu, chitozanu i bioszkła (obrabianego w temperaturze 550°C/3h lub 

650°C/10h). Kontrolę stanowiła próbka WBC. 
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Badania wykazały, że ekspozycja na wszystkie badane ekstrakty nie spowodowała 

znaczącego uwalniania analizowanych prozapalnych mediatorów niezależnie od składu 

chemicznego i fazowego szkieł oraz składu kompozytów. Można jedynie zauważyć, że dla 

bioszkła referencyjnego i dotowanego SrO oraz kompozytów z udziałem tych bioszkieł ilość 

L-6 jest nieznacznie wyższa, ale różnica nie jest statystycznie istotna. Badania wykazały, że 

ekstrakty z ocenianych kompozytów nie wpływają na produkcję prozapalnych mediatorów 

przez komórki ludzkiej krwi obwodowej, a po stymulacji endotoksyną LPS oraz ekstraktami 

ilość cytokin uwalnianych była na poziomie kontroli czyli komórek krwi stymulowanych LPS. 

Ponadto nie wykazano różnic istotnych statystycznie pomiędzy ekstraktami badanych 

kompozytów. Podsumowując, nasze wyniki wykazały, że wymywalne składniki kompozytów 

nie wpływają na poziom cytokin prozapalnych, o których wiadomo, że biorą udział w resorpcji 

kości związanej np. z aseptycznym obluzowaniem wszczepionego implantu.  

 

9.4.3 Badania cytozgodności i proliferacji komórek w bezpośrednim kontakcie 

 

9.4.3.1 Kompozyty chitozan/bioszkło 

 

Wszystkie kompozyty chitozan/bioszkło zawierające bioszkła po obróbce termicznej 

w różnych warunkach (seria III) poddano badaniom in vitro w bezpośrednim kontakcie 

z komórkami osteoblastopodobnymi MG-63. Wyniki badań biologicznych polegające na 

ocenie ich żywotności wyznaczonej za pomocą redukcji resazuryny (test Alamar Blue) in vitro 

przedstawiono na rys. 37, rys. 39 i rys. 41. Wyniki pokazują, że kompozyty z bioszkłem typu 

P5 (C_P5; C_P5a; C_P5b; C_P5c; C_P5d) i P5Sr2 (C_P5Sr2; C_P5Sr2a; C_P5Sr2b; 

C_P5Sr2c; C_P5Sr2d) są cytokompatybilne z osteoblastami (rys. 37 i rys. 41). Aktywność 

metaboliczna komórek rosła w każdym punkcie czasowym hodowli komórkowej, tj. dla dnia 

1, 3 i 7; jednakże dla najkrótszego czasu hodowli wynoszącego 1 dzień była ona zawsze niższa 

niż dla kontroli TCPS (polistyren dla celów kultur komórkowych). Po 7 dniach żywotność 

komórek hodowanych na wszystkich próbkach kompozytów była taka sama jak na kontrolnym 

TCPS za wyjątkiem dwóch: C_P5a i C_P5Sr2a (tj. zawierających bioszkła poddane obróbce 

cieplnej w temperaturze 600°C przez 3 h).  

Barwienie komórek żywe/martwe wszystkich próbek potwierdziło wyniki AlamarBlue® 

(rys. 38, rys. 40 i rys. 42). Komórki były dobrze rozpłaszczone i miały kształt wielokątnów ich 

morfologia była podobna do morfologii komórek rosnących w TCPS. Niewielkie różnice 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/osteolysis
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w morfologii i liczbie komórek zaobserwowano jedynie dla kompozytów C_P5a i C_P5Sr2a tj. 

próbek zawierających bioszkła P5a i P5Sr2a, które wygrzewano w niższych temperaturach 

przez najkrótszy czas (550°C i 600°C przez 3 h). Ogólnie rzecz biorąc, kompozyty z bioszkłami 

zawierającymi Sr nie wykazywały zwiększonej żywotności komórek w porównaniu 

z kompozytami zawierającymi bioszkła typu P5, chociaż uwalniały jony Sr2+ na odpowiednim 

poziomie do stymulacji osteoindukcyji, zgodnie z wynikami badań przedstawionymi 

w literaturze [127] [88]. 

Próbki kompozytowe z bioszkłem zawierającym cynk charakteryzowały się niższą 

aktywnością metaboliczną komórek (rys. 39) w porównaniu z kompozytami z bioszkłami typu 

P5 (rys. 37) czy P5Sr2 (rys. 41), co również można zaobserwować w barwieniu komórek 

żywe/martwe (rys. 40). Co ciekawe, najbardziej cytotoksyczna okazała się próbka C_P5Zn2a, 

co można powiązać z najwyższym poziomem uwolnionych jonów Zn2+ spośród wszystkich 

badanych próbek, wynoszącym 0,58 ± 0,07 ml/g, co przedstawiono w (tabeli 10). Kompozyty 

z udziałem bioszkła typu P5Zn2 wykazały najniższą cytokompatybilność w kontakcie 

z komórkami osteoblastopodobnymi MG-63, mimo że w innych badaniach stwierdzono, że 

jony Zn2+ mogą poprawiać efektywność regeneracji kości [26][27]. Zaobserwowana 

zmniejszona aktywność metaboliczna może wynikać z ilości uwalnianych jonów Zn2+.  

Analiza warunków wytwarzania bioszkła wchodzącego w skład badanych kompozytów 

chitozan-bioszkło wykazała, że zmiany zarówno temperatury, jak i czasu obróbki cieplnej, 

w reżimach stosowanych w niniejszych badaniach, nie mają istotnego wpływu na żywotność 

komórek lub proliferację podczas kontaktu z próbkami tych kompozytów. Nie obserwowano 

zjawisk opisanych w literaturze [48], że bioaktywność bioszkła wzrasta, a kompatybilność 

z komórkami MG-63 jest redukowana wraz ze wzrostem temperatury obróbki termicznej 

bioszkła. W naszym przypadku próbki kompozytowe zawierające bioszkła poddane obróbce 

termicznej w najniższej temperaturze przez najkrótszy czas (550°C/3 h, tj. C_P5, C_P5Zn2 

i C_P5Sn2) wykazywały podobną cytokompatybilność z komórkami MG-63 jak te poddane 

obróbce cieplnej w najwyższej temperaturze przez najdłuższy czas (650°C/10 h; tj. C_P5d, 

C_P5Zn2d i C_P5Sn2d). Powodem może być to, że rusztowania kompozytowe wykonane są 

z chitozanu w stężeniu 50% wag., co również może wpływać na właściwości biologiczne 

wytworzonych rusztowań. Ponadto inne parametry, takie jak mikrostruktura i właściwości 

powierzchni otrzymanych materiałów, mogą wpływać na cytokompatybilność. 
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Rys. 37 Aktywność metaboliczna komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na 

kompozytach (C_P5, C_P5a, C_P5b, C_P5c i C_P5d), testowana przy użyciu AlamarBlue® 

po 1, 3 i 7 dniach. Wynik przedstawiony jako średnia ± odchylenie standardowe, n=3, 

gwiazdki wskazują istotność statystyczną w porównaniu z TCPS dla odpowiedniego punktu 

czasowego ***p<0,001. 
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Rys. 38 Żywotność komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach: 

C_P5, C_P5a, C_P5b, C_P5c i C_P5d, (zielone – żywe komórki; czerwone – martwe 

komórki) w 7 dniu testu. 
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Rys. 39 Aktywność metaboliczna komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na 

kompozytach (C_P5Zn2, C_P5Zn2a, C_P5Zn2b, C_P5Zn2c i C_P5Zn2d), testowana przy 

użyciu AlamarBlue® po 1, 3 i 7 dniach. Wynik przedstawiony jako średnia ± odchylenie 

standardowe, n=3, gwiazdki wskazują istotność statystyczną w porównaniu z TCPS dla 

odpowiedniego punktu czasowego ***p<0,001. 
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Rys. 40 Żywotność komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach: 

C_P5Zn2, C_P5Zn2a, C_P5Zn2b, C_P5Zn2c i C_P5Zn2d, (zielone – żywe komórki; 

czerwone – martwe komórki) w 7 dniu testu. 
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Rys. 41 Aktywność metaboliczna komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na 

kompozytach (C_P5Sr2, C_P5Sr2a, C_P5Sr2b, C_P5Sr2c i C_P5Sr2d), testowana przy 

użyciu AlamarBlue® po 1, 3 i 7 dniach. Wynik przedstawiony jako średnia ± odchylenie 

standardowe, n=3, gwiazdki wskazują istotność statystyczną w porównaniu z TCPS dla 

odpowiedniego punktu czasowego ***p<0,001. 
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Rys. 42 Żywotność komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach: 

C_P5Sr2, C_P5Sr2a, C_P5Sr2b, C_P5Sr2c i C_P5Sr2d, (zielone – żywe komórki; czerwone 

– martwe komórki) w 7 dniu testu. 
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9.4.3.2 Kompozyty chitozan/hialuronian sodu/bioszkło 

 

Kompozyty chitozan/hialuronian sodu/bioszkło otrzymane z bioszkłami po obróbce 

cieplnej w temperaturze 550°C/3h lub 650°C/10h także badano w warunkach in vitro 

w bezpośrednim kontakcie z komórkami MG-63. Wyniki przeprowadzonych badań 

przedstawiono na rys. 43÷48. Kompozyty z bioszkłem referencyjnym lub domieszkowanym 

SrO okazały się bardziej cytokompatybilne z osteoblastami niż kompozyty z bioszkłem 

domieszkowanym ZnO. Powszechnie wiadomo, że bioszkła wzbogacone ZnO mają 

właściwości antybakteryjne dzięki uwolnionym jonom cynku (Zn2+), które, jak stwierdzono, 

wykazują działanie przeciwdrobnoustrojowe przeciwko różnym szczepom bakterii i grzybów 

[153]. Oprócz działania rozpuszczalnych form cynku istnieją dodatkowe mechanizmy działania 

przeciwdrobnoustrojowego: wytwarzanie reaktywnych form tlenu oraz bezpośredni kontakt 

materiałów zawierających ZnO ze ścianami komórek [99]. Wszystkie te zjawiska mogą 

powodować cytotoksyczność komórek eukariotycznych i ssaczych [154]. Dlatego kluczowe 

jest takie dostosowanie stężenia cynku w bioszkłach i powstałych kompozytach, aby nadawać 

materiałowi właściwości antybakteryjne, ale nie wpływać negatywnie na adhezję i wzrost 

komórek w bezpośrednim kontakcie. 

Kompozyty z bioszkłami domieszkowanymi SrO nie wykazały zwiększonej żywotności 

komórek w porównaniu z kompozytami z bioszkłami referencyjnymi, chociaż uwalniały jony 

Sr2+ na odpowiednim poziomie do stymulacji odpowiedzi osteoindukcyjnej [127][88].  

Test barwienia żywe/martwe wszystkich próbek kompozytów chitozan/hialuronian 

sodu/bioszkło potwierdził wyniki AlamarBlue®. Komórki były dobrze rozpłaszczone i miały 

kształt wieloboków, ich morfologia była podobna do morfologii komórek rosnących na TCPS 

(rys. 44, rys. 46 i rys. 48). Kompozyty z bioszkłami zawierającymi Sr nie wykazały zwiększonej 

żywotności komórek w porównaniu z bioszkłem bazowym, chociaż uwalniały jony Sr2+. 
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Rys. 43 Żywotność komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach 

zawierających 2% wag. hialuronianu sodu, testowana przy użyciu AlamarBlue® po 1, 3 i 7 

dniach. 
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Rys. 44 Żywotność komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach 

zawierających 2% wag. hialuronianu sodu (zielone – żywe komórki;  

czerwone – martwe komórki). 
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Rys. 45 Żywotność komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach 

zawierających 5% wag. hialuronianu , testowana przy użyciu AlamarBlue® po 1, 3 i 7 dniach. 
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Rys. 46 Żywotność komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach 

zawierających 5% wag. hialuronianu sodu (zielone – żywe komórki;  

czerwone – martwe komórki). 
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Rys. 47 Żywotność komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach 

zawierających 10% wag. hialuronianu, testowana przy użyciu AlamarBlue® 

 po 1, 3 i 7 dniach. 
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Rys. 48 Żywotność komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach 

zawierających 10% wag. hialuronianu sodu (zielone – żywe komórki; czerwone – martwe 

komórki). 

 

Analizując uzyskane wyniki bezpośredniej hodowli komórkowej na bioszkłach (9.3.3) 

i biokompozytach: chitozan/bioszkło (9.4.3.1) oraz chitozan/hialuronian sodu/bioszkło można 

stwierdzić, że na proliferację i przeżycie komórek w kontakcie z kompozytami wpływa głównie 

skład chemiczny wprowadzonych bioszkieł. Nie stwierdzono istotnego wpływu obróbki 

termicznej bioszkła ani ilości hialuronianu sodu wprowadzonego do matrycy kompozytu. 

Chociaż zgodnie z literaturą, hialuronian sodu zwiększa tempo proliferacji komórek [113] 

i sprzyja migracji komórek [114]. Ponadto zarówno badania aktywności metabolicznej, jak 
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i barwienie żywe/martwe komórek MG63 potwierdzają, że w badanych kompozytach 

chitozan/hialuronian sodu/bioszkło ważną rolę odgrywa stan powierzchni. Wyniki są zgodne 

z oceną przeprowadzoną przez Denuziere, który wykazał, że chitozan w kontakcie 

z komórkami daje lepsze wyniki niż kompleksy polielektrolitowe z siarczanem chitozanu 

i chondroityną oraz chitozanem i hialuronianem, głównie ze względu na gładkość powierzchni 

i ładunki elektrostatyczne. W kompleksach neutralizowana jest dodatnio naładowana gładka 

powierzchnia chitozanu, co niekorzystnie wpływa na adhezję komórek [155]. Uzyskany wynik 

wskazuje na potrzebę modyfikacji powierzchni wytwarzanych kompozytów w celu poprawy 

adhezji komórek, np. poprzez funkcjonalizację peptydami RGD [156][157]. 
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10. Podsumowanie  

 

Wciąż dokonuje się postęp w dziedzinie biomateriałów i wciąż są opracowywane nowe 

kompozyty do zastosowań medycznych. Rosną zarówno potrzeby rynku jak i wymagania 

stawiane nowym biomateriałom. Obecne dążenia skupiają się na biomateriałach ze zdolnością 

do integracji z tkankami, stymulowania procesów regeneracyjnych oraz posiadających dobrą 

tolerancję ze strony układu immunologicznego. 

Badania przeprowadzone w ramach mojej pracy doktorskiej wpisują się istniejący trend. 

Wykazałam, że bioszkła z układu SiO2-CaO-P2O5 wzbogacone w stront lub cynk, o różnym 

stopniu uporządkowania struktury, uwalniają jony Ca2+, Sr2+ lub Zn2+, które podnoszą pH 

środowiska i działają bakteriobójczo. Szkła wzbogacone w SrO wpływają na podwyższenie 

proliferacji co jest korzystne w procesie osteogenezy. Natomiast obecność ZnO w składzie 

chemicznym szkieł zwiększa działanie bakteriobójcze. Ekstrakty z wytworzonych szkieł nie 

wykazują działania toksycznego na komórki A549 i nie zwiększają w warunkach in vitro 

wytwarzania przez komórki krwi cytokiny prozapalnej TNF-α oraz interleukiny IL-6.  

Wykazałam, że szybkość degradacji szkła zależy od temperatury obróbki termicznej 

oraz składu chemicznego. Parametry obróbki mają istotny wpływ na strukturę szkieł i ich skład 

fazowy, lecz nie wpływają na obecność charakterystycznych grup funkcyjnych. Dowiodłam, że 

obecność faz mikrokrystalicznych w szkle nie hamuje tworzenia hydroksyapatytu. Natomiast 

na cytotoksyczność większy wpływ ma skład chemiczny niż wielkość ziaren szkła. Oznaczony 

poziom uwalnianych ze szkieł jonów Sr2+ jest bezpieczny z punktu widzenia działania 

toksycznego i mieści się w zakresie odpowiednim do stymulowania osteoindukcji. 

Udowodniłam, że opracowane i wytworzone szkła poddane zróżnicowanej obróbce 

termicznej (rys. 49) są odpowiednie do zastosowania jako składnik kompozytów o osnowie 

polisacharydowej. 

Wytworzyłam kompozyty chitozan/bioszkło oraz chitozan/hialuronian sodu/bioszkło 

z udziałem tych szkieł. Wyniki oceny cytozgodności kompozytów pozwalają stwierdzić, że 

szkła poprawiają bioaktywność kompozytu, a więc właściwościami biologiczne kompozytów 

chitozan/bioszkło można sterować poprzez dostosowanie parametrów obróbki cieplnej szkła. 

Dalsze badania dowiodły, że kompozyty są w stanie uwalniać jony o znaczeniu biologicznym 

(Sr2+ lub Zn2+), a ekstrakty z kompozytów nie wykazują działania cytotoksycznego. Mimo, że 

obróbka termiczna ma wpływ na właściwości szkieł, to po włączeniu i ich w skład kompozytów 

szkła miały niewielki wpływ na cytokompatybilność porowatych rusztowań z bioszkła 

i chitozanu lub bioszkła, chitozanu i hialuronianu sodu. Cytokompatybilność biomateriału jest 
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uzależniona również od stanu jego powierzchni, która w przypadku kompozytów z bioszkła, 

chitozanu i hialuronianu sodu okazała się niewystarczająco gładka i źle wpływała na żywotność 

komórek. Uzyskane wyniki wskazują na potrzebę modyfikacji powierzchni wytworzonych 

kompozytów w celu poprawy adhezji komórek, np. poprzez jej funkcjonalizację. 

 

 

Rysunek 49: Schemat wytwarzania szkła odpowiedniego do zastosowań w kompozytach 

o osnowie polisacharydowej. 

 

Wiedza pozyskana w ramach niniejszej pracy doktorskiej będzie stanowić wkład 

w opracowanie wielofunkcyjnych kompozytów do leczenia ubytków kostnych. Właściwości 

opracowanych bioszkieł, w tym ich bioaktywność, cytokompatybilność i zgodność 
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immunologiczna oraz degradacja w środowisku biologicznym pozwalają im wpływać na 

aktywność biologiczną biokompozytu. Przyszłe badania powinny się skupić na procesie 

wytwarzania biokompozytu o zmodyfikowanej powierzchni, bardziej cytozgodnej w kontakcie 

bezpośrednim z komórkami, w celu praktycznego wykorzystania opracowanego biomateriału 

do wytworzenia wyrobu medycznego do leczenia ubytków tkanki kostnej. 
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Spis rysunków 

 

Rys.1 Techniki inżynierii tkankowej stosowane do wytwarzania materiałów alloplastycznych. 

Rys. 2 Udziały polimerów do wytwarzania materiałów alloplastycznych i skafoldów. 

Rys. 3 Udział szkła i materiałów ceramicznych do wytwarzania materiałów alloplastycznych i 

skafoldów. 

Rys. 4 Dwuwymiarowy obraz struktury: a) SiO2 w postaci krystalicznej, b) szkła 

krzemianowego, c) szkła krzemianowo-sodowego. 

Rys. 5 Zależność objętości od temperatury: szkła, cieczy i ciała krystalicznego (źródło: 

Technologia Szkła, Wydanie 3, ARKADY, Warszawa 1987) 

Rys. 6 Wzory strukturalne chitozanu i kwasu hialuronowego 

Rys. 7 Obraz SEM struktury kompozytu chitozan/bioszklo z udziałem P5Zn1g wytworzonego 

przy proporcji polimer:bioszkło 1:1 

Rys. 8 Schemat wytwarzania kompozytów chitosan/bioszkło  

Rys. 9: Schemat wytwarzania kompozytów chitosan/hialuronian sodu/bioszkło  

Rys. 10 Porównanie krzywych rozkładu uziarnienia bioszkieł serii I i II. 

Rys. 11 Wynik analizy TG bioszkła o symbolu P5: 70%wag SiO2, 25%wag CaO, 5% P2O5 

Rys. 12 Wynik analizy DTA bioszkła o symbolu P5 (serii II): 70%wag SiO2, 25%wag CaO, 

5% P2O5 

Rys. 13 Zestawienie krzywych TG, DTA i DTG bioszkieł (serii III): S1 (P5), S2 (P5Zn2) and 

S3 (P5Sr2) poddanych badaniu po obróbce w 550°C/3h 

Rys. 14 Analiza FTIR bioszkła P5 poddanego obróbce termicznej przez 20h w temperaturze 

600C oraz P5Sr2, P5Sr5, P5Zn2 iP5Zn5 wygrzewanego 15h w 650C. 

Rys 15 Analiza FTIR bioszkieł P5, P5Zn2 i P5Sr2 po obróbce w temperaturze 550°C/3 h oraz 

P5d, P5Zn2d i P5Sr2d po obróbce w temperaturze 650°C/10 h. 

Rys. 16 Analiza XRD bioszkieł P5, P5d i P5e (seria III) po obróbce termicznej odpowiednio 

w 550°C/3h; 650°C/10h i 1050°C/5h. 

Rys. 17 Analiza XRD bioszkieł P5Zn2, P5Zn2d i P5Zn2e (seria III) po obróbce termicznej 

odpowiednio w 550°C/3h; 650°C/10h i 1050°C/5h. 

Rys. 18 Analiza XRD bioszkieł P5Sr2, P5Sr2d i P5Sr2e (seria III) po obróbce termicznej 

odpowiednio w 550°C/3h; 650°C/10h i 1050°C/5h. 
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Rys. 19 Stężenie jonów Ca2+ uwolnionych z bioszkieł P5_I, P5Zn2_I, P5Sr2_I, P5Zn5_I oraz 

P5Sr5_I d (seria II) o wody dejonizowanej. Całkowitą niepewność pomiaru określono 

przy poziomie ufności 95% i współczynniku rozszerzenia k=2. 

Rys. 20 Kinetyka uwalniania Ca2+ z bioszkieł serii III do wody dejonizowanej w temperaturze 

37°C 

Rys. 21 Analiza SEM-EDS bioszkła P5_II po obróbce w 650°C przed inkubacją w roztworze 

SBF 

Rys. 22 Analizy SEM-EDS bioszkieł: (a) P5_II/600 (b) P5_II/650 (c) P5Zn2_II/650 (d) 

P5Zn5_II/650 (e) P5Sr2_II/650 (f) P5Sr5_II/650 po14 dniach inkubacji w roztworze 

SBF. 

Rys. 23: Analiza SEM-EDS bioszkieł P5, P5Zn2, P5Sr2 oraz P5d, P5Zn2d, P5Sr2d przed i po 

21 dniach inkubacji w roztworze SBF. 

Rys. 24: Analiza SEM-EDS kompozytów chitozan/bioszkło: C_P5, C_P5Zn2, C_P5Sr2 oraz 

C_P5d, C_P5Zn2d, C_P5Sr2d przed i po 21 dniach inkubacji w roztworze SBF. 

Rys. 25: Analiza SEM-EDS kompozytów chitozan/hialuronian sodu/bioszkło: C-H5-P5, C-

H5-P5Zn2, C-H5-P5Sr2 i H5-P5d, C-H5-P5Zn2d i C-H5-P5Sr2d przed i po 21 dni 

inkubacji w roztworze SBF.  

Rys. 26 Redukcja liczby bakterii S. aureus i P. aeruginosa inkubowanych z bioszkłami o 

uziarnieniu I i II. 

Rys. 27: Cytotoksyczność – test aktywności dehydrogenazy mleczanowej (LDH) na 

osteoblastach hFOB 1.19 inkubowane 48 h z bioszkłami (seria II) o wielkości cząstek 

I i II. 

Rys. 28 Proliferacja osteoblastów hFOB 1.19 inkubowanych 48 h z testowanymi bioszkłami. 

Rys. 29 Żywotność komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na bioszkłach,  

testowana przy użyciu AlamarBlue® po 1, 3 i 7 dniach. 

Rys. 30 Żywotność komórek MG63 hodowanych na bioszkłach, (zielone – żywe komórki; 

czerwone – martwe komórki). 

Rys. 31 Żywotność komórek A549 (oceniana testem MTT) po kontakcie z ekstraktami 

kompozytów zawierających 5% wag hialuronianu sodu, oraz chitozanu i bioszkła 

(poddanego obróbce w temperaturze 550°C/3h lub 650 °C/10h). 

Rys. 32 Żywotność komórek A549 (oceniana testem MTT) po kontakcie z ekstraktami 

kompozytów zawierających 10% wag hialuronianu sodu, oraz chitozanu i bioszkła 

(poddanego obróbce w temperaturze 550°C/3h lub 650 °C/10h). 
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Rys. 33 Ocena produkcji cytokiny TNF- indukowanej LPS w hodowlach z użyciem pełnej 

krwi (WBC) w obecności ekstraktów z próbek kompozytów zawierających 5% wag. 

hialuronianu sodu i bioszkieł poddanych obróbce w temperaturze 550°C/3 h. Kontrolę 

stanowiła próbka WBC. 

Rys. 34 Ocena produkcji cytokiny TNF- indukowanej LPS w hodowlach z użyciem pełnej 

krwi (WBC) w obecności ekstraktów z próbek kompozytów zawierających 10% wag. 

hialuronianu sodu i bioszkieł poddanych obróbce w temperaturze 550°C/3 h. Kontrolę 

stanowiła próbka WBC. 

Rys. 35 Ocena produkcji cytokiny IL-6 indukowanej LPS w hodowlach z użyciem pełnej krwi 

(WBC) w obecności ekstraktów z próbek szkła i kompozytów zawierających 5% wag. 

hialuronianu sodu, chitozanu i bioszkła (obrabianego w temperaturze 550°C/3 h (P5, 

P5Zn2, P5Sr2). Kontrolę stanowiła próbka WBC. 

Rys. 36 Ocena produkcji cytokiny IL-6 indukowanej LPS w hodowlach z użyciem pełnej krwi 

(WBC) w obecności kompozytów zawierających 10%wag. hialuronianu sodu, 

chitozanu i bioszkła (obrabianego w temperaturze 550°C/3h lub 650°C/10h). Kontrolę 

stanowiła próbka WBC. 

Rys. 37 Aktywność metaboliczna komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na 

kompozytach (C_P5, C_P5a, C_P5b, C_P5c i C_P5d), testowana przy użyciu 

AlamarBlue® po 1, 3 i 7 dniach. Wynik przedstawiony jako średnia ± odchylenie 

standardowe, n=3, gwiazdki wskazują istotność statystyczną w porównaniu z TCPS 

dla odpowiedniego punktu czasowego ***p<0,001. 

Rys. 38 Żywotność komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach: 

C_P5, C_P5a, C_P5b, C_P5c i C_P5d, (zielone – żywe komórki; czerwone – martwe 

komórki) w 7 dniu testu. 

Rys. 39 Aktywność metaboliczna komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na 

kompozytach (C_P5Zn2, C_P5Zn2a, C_P5Zn2b, C_P5Zn2c i C_P5Zn2d), testowana 

przy użyciu AlamarBlue® po 1, 3 i 7 dniach. Wynik przedstawiony jako średnia ± 

odchylenie standardowe, n=3, gwiazdki wskazują istotność statystyczną w porównaniu 

z TCPS dla odpowiedniego punktu czasowego ***p<0,001. 

Rys. 40 Żywotność komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach: 

C_P5Zn2, C_P5Zn2a, C_P5Zn2b, C_P5Zn2c i C_P5Zn2d, (zielone – żywe komórki; 

czerwone – martwe komórki) w 7 dniu testu. 

Rys. 41 Aktywność metaboliczna komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na 

kompozytach (C_P5Sr2, C_P5Sr2a, C_P5Sr2b, C_P5Sr2c i C_P5Sr2d), testowana 
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przy użyciu AlamarBlue® po 1, 3 i 7 dniach. Wynik przedstawiony jako średnia ± 

odchylenie standardowe, n=3, gwiazdki wskazują istotność statystyczną w porównaniu 

z TCPS dla odpowiedniego punktu czasowego ***p<0,001. 

Rys. 42 Żywotność komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach: 

C_P5Sr2, C_P5Sr2a, C_P5Sr2b, C_P5Sr2c i C_P5Sr2d, (zielone – żywe komórki; 

czerwone – martwe komórki) w 7 dniu testu. 

Rys. 43 Żywotność komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach 

zawierających 2% wag. hialuronianu sodu, testowana przy użyciu AlamarBlue® po 1, 

3 i 7 dniach. 

Rys. 44 Żywotność komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach 

zawierających 2% wag. hialuronianu sodu (zielone – żywe komórki; czerwone – 

martwe komórki). 

Rys. 45 Żywotność komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach 

zawierających 5% wag. hialuronianu , testowana przy użyciu AlamarBlue® po 1, 3 i 7 

dniach. 

Rys. 46 Żywotność komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach 

zawierających 5% wag. hialuronianu sodu (zielone – żywe komórki; czerwone – 

martwe komórki). 

Rys. 47 Żywotność komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach 

zawierających 10% wag. hialuronianu, testowana przy użyciu AlamarBlue® po 1, 3 i 7 

dniach. 

Rys. 48 Żywotność komórek osteoblastopodobnych MG-63 hodowanych na kompozytach 

zawierających 10% wag. hialuronianu sodu (zielone – żywe komórki; czerwone – 

martwe komórki). 

Rys. 49. Schemat wytwarzania szkła odpowiedniego do zastosowań w kompozytach o 

osnowie polisacharydowej. 
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Spis tabel 

 

Tabela 1: Symbole bioszkieł (serii II) poddanych obróbce w 650°C przez 15 h. 

Tabela 2: Symbole bioszkieł po obróbce termicznej o zróżnicowanych parametrach (seria III). 

Tabela 3: Symbole kompozytów chitosan/bioszkło o różnym stopniu uporządkowania 

struktury. 

Tabela 4: Bioszkła (serii III) do kompozytów bioszkło/chitozan/kwas hialuronowy. 

Tabela 5: Symbole wytworzonych kompozytów bioszkło/chitozan/kwas hialuronowy. 

Tabela 6: Wielkości charakterystyczne uziarnienia szkieł o różnym stopniu rozdrobnienia  

(seria II). 

Tabela 7: Wielkości charakterystyczne uziarnienia szkieł poddanych zróżnicowanej obróbce 

termicznej (seria III). 

Tabela 8: Ilościowy skład fazowy oznaczony metodą XRD. 

Tabela 9: Zawartość jonów Zn2+ i Sr2+ uwolnionych do wody dejonizowanej po 24 h inkubacji 

w 37°C z bioszkieł. 

Tabela 10: Zawartość jonów Zn2+ i Sr2+ uwolnionych do wody dejonizowanej po 24 h  

lub 7 dniach inkubacji w 37°C z kompozytów chitozan/bioszkło oraz kompozytów 

chitozan/hialuronian sodu/bioszkło. 
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cytocompatibility and antibacterial properties of chitosan/bioglass composites 

modified by peptides, Materiały 32 Konferencji Naukowej „Biomateriały w 

medycynie i weterynarii” RYTRO 2023, Special Issue Engineering and Biomaterials, 

strona 41 

▪ Lidia Ciołek, Monika Biernat, Piotr Szterner, Paulina Tymowicz-Grzyb, Joanna 

Pagacz, Milena Chraniuk, Piotr Bollin, Beata Gromadzka, Mirosława Panasiuk, 
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Dawid Nidzworski, Zbigniew Jegermann, In vitro biological activity of zinc-doped 

bioglass for multifunctional chitosan composites, Materiały 30 Konferencji Naukowej 

„Biomateriały w medycynie i weterynarii” RYTRO 2021, Special Issue Engineering 

and Biomaterials 163 (2021), 56  

▪ Monika Biernat, Anna Woźniak, Lidia Ciołek, Piotr Szterner, Composite inks of 

hydrogels and inorganic bioactive fillers as potential materials for 3d bioprinting, 

Materiały 30 Konferencji Naukowej „Biomateriały w medycynie i weterynarii” 

RYTRO 2021, Special Issue Engineering and Biomaterials 163 (2021), 62 

▪ Milena Chraniuk, Mirosława Panasiuk, Piotr Bollin, Lidia Ciołek, Beata Gromadzka, 

Sabina Żołędowska, Dawid Nidzworski, Monika Biernat, Piotr Szterner, Zbigniew 

Jaegermann, Biological evaluation of bioglasses with potential benefit effect for bone 

tissue regeneration applications, Konferencja ICNBEBAC 2021 Instanbul, Turkey – 

abstrakt w materiałach konferencyjnych 

▪ Karaś J., Olszyna A., Zaczyńska E., Czarny A., Jadczyk. P, Żywicka B., Umińska-

Wasiluk B., Ciołek L. Badania nowoopracowanych cementów do zastosowania w 

endodoncji pod kątem ich biozgodności i biofunkcjonalności, Materiały XII  

Konferencji „Biomateriały i Mechanika w Stomatologii” Ustroń 2012,str 36  

▪ Lidia Ciołek, Joanna Karaś, Andrzej Olszyna, Ewa Zaczyńska, Anna Czarny, 

Bogusława Żywicka, Bioszkła o działaniu bakteriobójczym uwalniające jony Ag+, Mat 

V Międzynarodowej Konferencji Środowisko czynnikiem warunkującym stan zdrowia 

jamy ustnej. Zdrowie jamy ustnej problemem interdyscyplinarnym, Nałęczów, 

2011,str.49 

▪ Lidia Ciołek, Joanna Karaś, Andrzej Olszyna, Ewa Zaczyńska, Anna Czarny, 

Bogusława Żywicka - In vitro studies of antibacterial activity of sol-gel bioglass 

containing silver, European Cells and Materials Vol. 21. Suppl. 2, 2011 (page 45), 

Suplement do ecm journal - eCM XII  

▪ Lidia Ciołek, Joanna Karaś, Andrzej Olszyna, Ewa Zaczyńska, Anna Czarny, 

Bogusława Żywicka - Bioszkła o działaniu bakteriobójczym, XI Konferencja 

”Biomateriały i Mechanika w Stomatologii” Ustroń 2011, streszczenia str. 22 

▪ Lidia Ciołek, Joanna Karaś, Andrzej Olszyna, Ewa Zaczyńska, Anna Czarny, 

Bogusława Żywicka, Krzysztof Szamałek -In vitro studies of antibacterial activity of 

sol-gel bioglass releasing Ag+, - BIOCERAMICS Vol. 23, 108-113, Istambul 2011, 

Turcja, (Key Engineering Materials vols. 493-494, 2012, pp.108-113) 

▪ Karaś J., Pielka S., Paluch D., Gębarowska E., Ciołek L. Traczyk S., In vitro 

biological response to calcium phosphate cements, Proceedings of ECerS Topical 

Meeting, Polish Ceramic Bulletin 2006, vol. 97, 283-293  

▪ Polesiński Z., Karaś J., Ciołek L., Grzybowski J., Trafny E.A., Badura R., Rutowski 

R., Pielka S.: Wstępna ocena aktywności przeciwdrobnoustrojowej cementu 

apatytowego z wybranymi antybiotykami, Materiały XII Konferencji Naukowej 

„Biomateriały w medycynie i weterynarii” RYTRO 2002 

▪ Polesiński Z., Karaś J., Jaegermann Z., Grzybowski J., Trafny E., Ciołek L."Ocena 

wstępna "in vitro" aktywności przeciwbakteryjnej cementów apatytowych oraz 
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porowatych implantów korundowych zawierających antybiotyki" Annales Academiae 

Medicae Silesiensis Supl 31, Katowice 2000, 215-220 

▪ Polesiński, J. Karaś, L. Ciołek, J. Grzybowski, E. Trafny  Wstępna ocena aktywności 

przeciwbakteryjnej cementów apatytowych zawierających antybiotyki" Materiały 

XXXIII Zjazdu Naukowego Polskiego Towarzystwa Ortopedycznego i 

Traumatologicznego, Kraków, 2000, 287 

▪ Karaś J., Polesiński Z., Floriańczyk T., Ciołek L. - Krajowe cementy szkło-

jonomerowe do stosowania w stomatologii zachowawczej i protetyce. Materiały z II 

Sympozjum Inżynieria Ortopedyczna i Protetyczna, Białystok 1999, 143-148 

▪ Karaś J., Floriańczyk T., Polesiński Z., Ciołek L.  - Badania nad syntezą 

stomatologicznych cementów szkło-jonomerowych. Materiały z III Konferencji 

Biomateriały i Mechanika w Stomatologii, Ustroń 1998, 90-95  

▪ Polesiński Z., Karaś J., Święcki Z., Ciołek L. - „Badanie nad syntezą cementów 

apatytowych dla ortopedii”. Sympozjum Inżynieria Ortopedyczna i Protetyczna 

IOP’97, Białystok 23-25. 06.1997, 483-490 

▪ Polesiński Z., Karaś J., Święcki Z., Ciołek L. i in. - „Badania nad syntezą cementów 

apatytowych i szkło-polialkenowych dla ortopedii. Ocena możliwości podniesienia 

wytrzymałości na zginanie otrzymanych cementów”. Szkło i Ceramika, 48, 1997, 5, 2-

8 

 

Prowadzone prace naukowo-badawcze: 

• Badania nad syntezą cementów do wybranych zastosowań w endodoncji wraz z oceną 

ich biofunkcjonalności i biozgodności. NR 15 0031 06 – wykonawca 

• Opracowanie nowych bioszkieł o właściwościach przeciwbakteryjnych w postaci 

nanoproszków do zastosowań medycznych. Nr R08 010 02, zakończony w 2010 - 

kierownik  

• Ceramiczne cementy kostne - projekt badawczy nr 4 T08 024 25  

• Materiały kompozytowe do wypełnień ubytków w twardych tkankach zębowych - 

projekt badawczy zamawiany 

• Wytwarzanie implantacyjnych materiałów szkło-jonomerowych dla otolaryngologii - 

projekt celowy wdrażany w ISiC 

 

projekty wdrażane w przemyśle 

• Opracowanie i uruchomienie produkcji szkło-jonomerowych cementów z płynem 

dwufunkcyjnym nr 6 ZR7 2005 C/06702 – Projekt celowy – wykonawca 

• Wytwarzanie szkło-jonomerowych cementów nowej generacji zarabianych wodą - 

projekt celowy wdrażany w przemyśle 

 

prace statutowe 
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▪ 2022: Opracowanie kompozytów bioresorbowalnych z udziałem polimerów i 

bioszkieł o kontrolowanym stopniu degradacji - kierownik 

▪ 2021: Badania nad opracowaniem składu i drukowaniem 3D mas kompozytowych o 

potencjalnym zastosowaniu w medycynie regeneracyjnej tkanki kostnej - wykonawca 

▪ 2020: Bioszkła o kontrolowanym stopniu degradacji - kierownik 

▪ 2019: Otrzymywanie i ocena właściwości porowatych antybakteryjnych 

biokompozytów polimer biodegradowalny/bioszkło wzmocnionych włóknami 

apatytowymi do zastosowań w medycynie regeneracyjnej - wykonawca 

▪ 2018: Opracowanie cementu typu MTA dla endodoncji i ocena możliwości 

zastosowania tlenku cyrkonu jako czynnika wprowadzającego kontrast RTG - 

kierownik 

▪ 2017: Badania nad otrzymywaniem i ocena właściwości bioresorbowalnych 

kompozytów wzmocnionych włóknami apatytowymi do zastosowań w ortopedii - 

wykonawca 

▪ 2016: Opracowanie i badania porowatego biokompozytu o kontrolowanej 

mikrostrukturze do stosowania w medycynie regeneracyjnej – kierownik 

▪ 2014: Badanie wpływu składu chemicznego na bioaktywność in vitro oraz 

bakteriobójczość bioszkła należącego do układu CaO-SiO2-P2O5 dotowanego Mg, Sr, 

Au - kierownik 

▪ 2013: Ocena możliwości wytworzenia kompozytu złożonego z bioszkła dotowanego 

Zn2+ należącego do układu CaO-SiO2-P2O5 i chitozanu - kierownik 

▪ 2012: Ocena możliwości wytworzenia bioszkła należącego do układu  

CaO-SiO2-P2O5 dotowanego Mg, Sr, Au – kierownik 

• Opracowanie nowych cementów sz-j na bazie szkieł zawierających cynk wraz z oceną 

ich aktywności przeciwbakteryjnej - wykonawca 

• 2011: Badanie wpływu składu chemicznego i fazowego na bioaktywność in vitro 

bioszkieł z układu CaO-SiO2 - kierownik  

• 2010: Ocena możliwości wytworzenia biomateriałów do regeneracji kości z bioszkła  

należącego do układu CaO-SiO2-P2O5 - kierownik 

• 2010: Opracowanie nowych lakierów do pokrycia ochronnego wypełnień z cementów 

szkło-jonomerowych - wykonawca 

• 2009: Ocena możliwości wytworzenia metodą zol-żel bioszkła w układzie  

CaO-SiO2 w postaci proszku – kierownik 

• 2009: Optymalizacja składów giomerów wraz z oceną porównawczą ich właściwości z 

innymi materiałami stosowanymi w stomatologii odtwórczej  

• Ocena możliwości wytwarzania metodą zol-żel szkieł zawierających srebro do 

zastosowań medycznych 

▪ Badania oceny skuteczności przeciwdrobnoustrojowej bioszkieł zawierających srebro 

otrzymanych różnymi metodami” 

▪ Badania wpływu różnych warunków podczas wiązania stomatologicznych cementów 

szkło-jonomerowych na ich fizyczne właściwości 
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Współautorstwo w zgłoszeniach patentowych: 

1. Zgłoszenie patentowe UPRP „Modyfikowane bioszkło do wytwarzania bioaktywnych 

kompozytów polimerowych i sposób modyfikacji bioszkła do wytwarzania 

bioaktywnych kompozytów polimerowych”, Anna Krokos, Małgorzata Gazińska, 

Ewelina Ortyl, Michał Grzymajło, Konrad Szustakiewicz, Lidia Ciołek, numer 

zgłoszenia: P.440261, data zgłoszenia: 28.01.2022 r . 

2. Zgłoszenie patentowe UPRP „Biokompozyty polimerowo-ceramiczne o 

właściwościach przeciwbakteryjnych do wypełniania ubytków kostnych i regeneracji 

tkanki kostnej oraz sposób ich otrzymywania”, Małgorzata Gazińska, Anna Krokos, 

Ewelina Ortyl, Michał Grzymajło, Konrad Szustakiewicz, Magdalena Kobielarz, 

Katarzyna Chyży, Agnieszka Kubiś, Natalia Karska, Justyna Sawicka, Sylwia 

Rodziewicz-Motowidło, Lidia Ciołek, Monika Biernat, Piotr Szterner, Anna Woźniak, 

Zbigniew Jaegermann, Karolina Rudnicka, Przemysław Płociński, Aleksandra Szwed-

Georgiou, Marcin Włodarczyk, numer zgłoszenia: P.442875, data zgłoszenia: 

18.11.2022 r. 

3. Zgłoszenie patentowe UPRP „Biokompozyty polimerowo-ceramiczne zawierające 

peptyd o właściwościach przeciwzapalnych do wypełniania ubytków kostnych i 

regeneracji tkanki kostnej oraz sposób otrzymywania biokompozytów”, Małgorzata 

Gazińska, Anna Krokos, Ewelina Ortyl, Michał Grzymajło, Konrad Szustakiewicz, 

Magdalena Kobielarz, Katarzyna Chyży, Agnieszka Kubiś, Natalia Karska, Justyna 

Sawicka, Sylwia Rodziewicz-Motowidło, Lidia Ciołek, Monika Biernat, Piotr Szterner, 

Anna Woźniak, Zbigniew Jaegermann, Milena Chraniuk, Beata Gromadzka, Mirosława 

Panasiuk, Piotr Bollin, numer zgłoszenia: P.442876, data zgłoszenia: 18.11.2022 r. 

4. Zgłoszenie patentowe UPRP „Biokompozyty polimerowo-ceramiczne o 

właściwościach proregeneracyjnych do wypełniania ubytków kostnych i regeneracji 

tkanki kostnej oraz sposób ich otrzymywania”, Małgorzata Gazińska, Anna Krokos, 

Ewelina Ortyl, Michał Grzymajło, Konrad Szustakiewicz, Magdalena Kobielarz, 

Katarzyna Chyży, Agnieszka Kubiś, Natalia Karska, Justyna Sawicka, Sylwia 

Rodziewicz-Motowidło, Lidia Ciołek, Monika Biernat, Piotr Szterner, Anna Woźniak, 

Zbigniew Jaegermann, Karolina Rudnicka, Przemysław Płociński, Aleksandra Szwed-

Georgiou, Marcin Włodarczyk, numer zgłoszenia: P.442877, data zgłoszenia: 

18.11.2022 r. 

5. Zgłoszenie patentowe UPRP „Wielofunkcyjny kompozyt chitozanowy do wypełnień 

ubytków kostnych i regeneracji tkanki kostnej i sposób otrzymywania 

wielofunkcyjnego kompozytu chitozanowego do wypełnień ubytków kostnych i 

regeneracji tkanki kostnej”, Monika Biernat, Lidia Ciołek, Anna Woźniak, Zbigniew 

Jaegermann, Agnieszka Kubiś, Natalia Karska, Justyna Sawicka, Sylwia Rodziewicz-

Motowidło, Milena Chraniuk, Beata Gromadzka, Mirosława Panasiuk, Piotr Bollin, 

numer zgłoszenia: P.442878, data zgłoszenia: 18.11.2022 r. 
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6. Zgłoszenie patentowe UPRP „Wielofunkcyjne kompozyty chitozanowe o działaniu 

przeciwdrobnoustrojowym do wypełnień ubytków kostnych i regeneracji tkanki kostnej 

i sposób otrzymywania wielofunkcyjnych kompozytów chitozanowych o działaniu 

przeciwdrobnoustrojowym do wypełnień ubytków kostnych i regeneracji tkanki 

kostnej”, Monika Biernat, Lidia Ciołek, Anna Woźniak, Zbigniew Jaegermann, 

Agnieszka Kubiś, Natalia Karska, Justyna Sawicka, Sylwia Rodziewicz-Motowidło, 

Milena Chraniuk, Beata Gromadzka, Mirosława Panasiuk, Piotr Bollin, numer 

zgłoszenia: P.442879, data zgłoszenia: 18.11.2022 r. 

7. Zgłoszenie patentowe UPRP „Wielofunkcyjne kompozyty o działaniu 

przeciwdrobnoustrojowym i przeciwzapalnym do wypełnień ubytków kostnych i 

regeneracji tkanki kostnej i sposób otrzymywania wielofunkcyjnych kompozytów o 

działaniu przeciwdrobnoustrojowym i przeciwzapalnym do wypełnień ubytków 

kostnych i regeneracji tkanki kostnej”, Monika Biernat, Lidia Ciołek, Anna Woźniak, 

Zbigniew Jaegermann, Agnieszka Kubiś, Natalia Karska, Justyna Sawicka, Sylwia 

Rodziewicz-Motowidło, Milena Chraniuk, Beata Gromadzka, Mirosława Panasiuk, 

Piotr Bollin, numer zgłoszenia: P.442880, data zgłoszenia: 18.11.2022 r. 

8. Zgłoszenie patentowe UPRP „Wielofunkcyjne kompozyty o działaniu pro-

regeneracyjnym do wypełnień ubytków kostnych i regeneracji tkanki kostnej i sposób 

otrzymywania wielofunkcyjnych kompozytów o działaniu pro-regeneracyjnym do 

wypełnień ubytków kostnych i regeneracji tkanki kostnej”, Monika Biernat, Lidia 

Ciołek, Anna Woźniak, Zbigniew Jaegermann, Agnieszka Kubiś, Natalia Karska, 

Justyna Sawicka, Sylwia Rodziewicz-Motowidło, Milena Chraniuk, Beata Gromadzka, 

Mirosława Panasiuk, Piotr Bollin, numer zgłoszenia: P.442881, data zgłoszenia: 

18.11.2022 r. 

9. Zgłoszenie patentowe EPO “Multifunctional chitosan composite for bone defect filling 

and bone tissue regeneration and how to obtain multifunctional chitosan composite for 

bone defect filling and bone tissue regeneration”, Monika Biernat, Lidia Ciołek, Anna 

Woźniak, Zbigniew Jaegermann, Agnieszka Kubiś, Natalia Karska, Justyna Sawicka, 

Sylwia Rodziewicz-Motowidło, Milena Chraniuk, Beata Gromadzka, Mirosława 

Panasiuk, Piotr Bollin,  numer zgłoszenia:  EP23174685.0, data zgłoszenia 22.05.2023 

10. Zgłoszenie patentowe EPO “Polymer-ceramic biocomposites with pro-regenerative 

properties for filling bone defects and regenerating bone tissue and how to produce 

them”, Małgorzata Gazińska, Anna Krokos, Ewelina Ortyl, Michał Grzymajło, Konrad 

Szustakiewicz, Magdalena Kobielarz, Katarzyna Chyży, Agnieszka Kubiś, Natalia 

Karska, Justyna Sawicka, Sylwia Rodziewicz-Motowidło, Lidia Ciołek, Monika 

Biernat, Piotr Szterner, Anna Woźniak, Zbigniew Jaegermann, Karolina Rudnicka, 

Przemysław Płociński, Aleksandra Szwed-Georgiou, Marcin Włodarczyk, numer 

zgłoszenia: EP23174684.3, data zgłoszenia 22.05.2023 
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Nagrody i wyróżnienia 

Nagrody podczas XVI Międzynarodowych Targów Wynalazków i Innowacji INTARG-2023 

(Uczestnictwo w Zespołach badawczych prezentujących wynalazki) - projekt GlassPoPep 

• Platinum Medal INTARG (Nagroda Platynowa) dla Sieć Badawcza Łukasiewicz 

- Instytut Ceramiki i Materiałów Budowlanych za wynalazek „Wielofunkcyjny 

kompozytowy materiał implantacyjny do wypełnień ubytków kostnych i 

regeneracji tkanki kostnej”  

• Gold Medal INTARG (Złoty Medal) dla Sieć Badawcza Łukasiewicz - Instytut 

Ceramiki i Materiałów Budowlanych za wynalazek „Bioszkła antybakteryjne do 

zastosowań medycznych”  

• Gold Medal INTARG (Złoty Medal) dla Sieć Badawcza Łukasiewicz - Instytut 

Ceramiki i Materiałów Budowlanych za wynalazek „Wielofunkcyjny 

elastomerowy biokompozyt do regeneracji tkanki kostnej”  

 

za wynalazek: Bioszkła o działaniu bakteriobójczym do zastosowań medycznych 

(Antibacterial Bioglasses for Medical Applications) 

Autorzy: Lidia Ciołek, Joanna Karaś, Andrzej Olszyna, Krzysztof Szamałek 

• Special Prize for excellent efforts in creating invention(s) exhibited at iENA 2013 

(International Trade Fair Exhibition “Ideas-Inventions-New Products”) in Nuremberg, 

Germany 

• Złoty Medal na International Salon of Inventions and new Technologies „New Time”, 

September 26-28.2013, Sevastopol, Ukraina 

• Złoty Medal – Archimed, Moskwa 02.04-05.04.2013 

• Srebrny Medal na Międzynarodowej Warszawskiej Wystawie Innowacji IWIS 2013 

• Dyplom Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyższego w roku 2012 

• Złoty Medal na Międzynarodowej Warszawskiej Wystawie Innowacji IWIS 2011 

 


