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Summary

Introduction. The aging of the population,
as is currently observed, has wide-ranging
implications. One of them is an increasing
demand for prosthetic treatment of old people with
missing teeth using acrylic partial or complete
dentures. A denture base made of polymethyl
metacrylate (PMMA) creates specific conditions
in the oral cavity that predispose patients to
develop denture stomatitis complicated by fungal
infection. Attempts have recently been made to
modify the surface of polymerized acrylic resin by
a hydrophilic layer that disrupts the adhesion of
microorganisms or to modify the whole chemical
composition. In the era of nanotechnology it is

Streszczenie

Wstep. Wraz ze starzeniem sie spoteczenstwa
i wystegpowaniem brakow zebowych zwigksza
sig¢ zapotrzebowanie na leczenie protetyczne z
zastosowaniem protez czesciowych lub catkowi-
tych. Plyta protezy wykonana z polimetakrylanu
metylu (PMMA) stwarza specyficzne warunki w
jamie ustnej predysponujgce do powstawania
stomatopatii protetycznych powiktanych infekcjg
grzybiczq. Obecnie probuje si¢ stworzy¢é na po-
wierzchni PMMA hydrofilng warstwe utrudnia-
jacqg adhezje drobnoustrojow Ilub modyfikowac
caly sktad chemiczny tworzywa. W dobie rozwoju
nanotechnologii uzasadnione jest szukanie na-
nozwigzkow chemicznych z zamiarem ich inkor-
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reasonable to look for chemical nanocompounds
with the intention of incorporating them
into PMMA and to use their microbiological
properties.

Aim of the study. Characteristics of
nanoparticles (NPs) of titanium dioxide (TiO,)
before their potential use as a modifier for PMMA
as an alternative material for denture bases.
Material and methods. TiO, nanoparticles
(Lot No: SHY-179, Promethean Particles Ltd.,
UK) were used as the experimental material.
The average size and size distribution of the
crystallites were determined by X-ray powder
diffraction (XRD). The density of NPs was
determined by helium pycnometer and a specific
area using the linear equation form isotherm BET
(Brunauer-Emmett-Teller). The average particle
size was determined by the calculation results
of the specific surface area and density. The NP
morphology is based on images from a scanning
electron microscope (SEM).

Results. Tested TiO, — NPs had an average
particle size of about 9 nm, a mean crystallite
size of 5-6 nm, a density of 3.16 g/cm’ and a
surface area of 215 m?/g. SEM studies showed
high homogeneity of the nanoparticles, both in
size and shape.

Conclusions. Properties of characterized NPs
and the research results of other authors presented
in this publication give us a reason to believe that
a possible incorporation of NPs into polymethyl
methacrylate will activate the antifungal function.

poracji do PMMA i wykorzystania posiadanych
wlasciwosci mikrobiologicznych.

Cel pracy. Charakterystyka nanoczgstek
ditlenku tytanu (TiO,) przed potencjalnym zas-
tosowaniem jako modyfikatora dla PMMA jako
alternatywnego materiatu na piyty protez stoma-
tologicznych.

Material i metody. Materiatem do badan byty
nanoczgstki TiO, (Nr partii: SHY-179, Promethe-
an Particles Ltd, United Kingdom). Srednig wiel-
kos¢ oraz rozktad wielkosci krystalitow okreslono
na podstawie badania proszkowej dyfrakcji rent-
genowskiej (X-ray powder diffraction — XRD).
Gestos¢ nanoczgstek zostata okreslona metodg
piknometrii helowej a powierzchnia witasciwa za
pomocq liniowej formy rownania izotermy BET
(Brunauer—Emmett—Teller). Srednig —wielkos¢
czqstek wyznaczono takze poprzez przeliczenie
wynikow powierzchni wlasciwej oraz gestosci.
Morfologia nanoczgstek zostata przedstawiona
na podstawie obrazow ze skaningowego mikro-
skopu elektronowego (SEM).

Wyniki. Badane nanoczgstki (NC) TiO, wyka-
zaly Sredniq wielkoS¢ czgstek okoto 9 nm, Srednig
wielkos¢ krystalitow 5-6 nm, gestosé 3,16 g/em? i
powierzchnie wtasciwg 215 m?/g. Badania SEM
wykazaly duzg homogennosé nanoczgstek zarow-
no w wielkosci, jak i ksztalcie.

Whnioski. Wtiasciwosci scharakteryzowanych
NC oraz przedstawione w publikacji badania in-
nych autorow dajg podstawe sqdzié, iz po ewen-
tualnej inkorporacji do polimetakrylanu metylu
bedq one spetniac funkcje przeciwgrzybicze.

Background

Despite continuous development of new
technologies and a growing progress in the
field of material science an alternative to
polymethylmethacrylate material for denture
bases has not as yet been found. The material
under study has acceptable mechanical properties
from a clinical point of view and its main
advantages are ease of processing and the ability
to add new portion of material, eg. during repair
or relining denture. A common problem faced

Wstep

Pomimo cigglego rozwoju nowych techno-
logii i statlego postepu w dziedzinie materia-
loznawstwa nadal nie znaleziono alternatywy
dla polimetakrylanu metylu — materialu na
ptyty protez stomatologicznych. Tworzywo
to posiada akceptowalne z klinicznego pun-
ku widzenia wlasciwosci mechaniczne a do
jego gtownych zalet nalezg tatwos$¢ obrobki
oraz mozliwo$¢ dodawania nowych porcji
materiatu np. podczas napraw lub podscielania
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by the patients using acrylic prosthesis with a
large base is the prosthetic field inflammation
known as denture stomatitis.! They are related to
the specific conditions offered by the restoration
in the mouth, the state of the patient’s immune
system, but also to the PMMA surface that due
to strong hydrophobic properties and roughness
facilitates the bacterial-fungal biofilm formation.
Therefore, it is a growing interest among research
teams about the possibility of modifying PMMA
to hinder the adhesion of microorganisms. Owing
to the rapid and constant progress in the field of
nanotechnology attempts are made to add various
nanoparticles to PMMA with the intention of using
their antimicrobial efficacy. The modification
of the material with silver nanoparticles with
confirmed antibacterial properties for both gram
positive, gram negative and resistant strains to
antibiotics is the best known so far.2 Compared
to substances containing Ag at the microscale in
their composition NPs have a lower cyto- and
genotoxicity and compared to antibiotics they
are less prone to the formation of multiresistant
strains.? Li et al.* showed reduction of biological
activity and biomass of biofilm with an increasing
concentration of Ag-NPs colloid. Anti-adhesive
properties against Candida showed PMMA
resin modified by a 5% content of nanoparticles.
Microscopic analysis revealed that the 2% silver
content samples already showed disorder in the
formation of biofilm, while at 5% the analysed
average thickness of the biofilm and the number
of live cells showed only a few cells of Candida.
Antifungal properties were confirmed by 7orres
et al.,> who exhibited neither cytotoxicity nor
genomic toxicity and by Suganyai et al..® who
also pointed out that the material may be used
in geriatric patients or patients with disorders in
the immune system. De Castro et al.,” modified
PMMA by introducing the silver vanadium whose
content of 10% showed a statistically significant
decrease in metabolic activity of C. albicans
and S. mutans, which was also confirmed by the
confocal microscopy study. At the same time NP

uzupetnienia. Czgstym problemem, z ktérym
zmagaja sie pacjenci uzytkujacy akrylowe
protezy z rozlegla plyta sa stany zapalne
podloza protetycznego zwane stomatopatiami
protetycznymi.! Zwigzane sg one ze specy-
ficznymi warunkami jakie stwarza uzupet-
nienie protetyczne w jamie ustnej, stanem
uktadu odpornosciowego pacjenta ale takze
wlasciwosciami powierzchni PMMA, ktora
ze wzgledu na silne whasciwosci hydrofobo-
we oraz chropowato$¢ ulatwia formowanie
biofilmu bakteryjno-grzybiczego. Dlatego
obserwuje si¢ wzrost zainteresowania zespo-
16w badawczych mozliwos$ciami modyfikacji
PMMA, majacych na celu utrudnienie adhezji
drobnoustrojow. Ze wzgledu na staty postep
w dziedzinie nanotechnologii probuje si¢ do-
dawac¢ do tworzywa akrylowego rdzne nano-
czastki z zamiarem wykorzystania ich wtasci-
wosci mikrobiologicznych. Najlepiej pozna-
na dotychczas jest modyfikacja tworzywa za
pomocg nanoczastek (NC) srebra o potwier-
dzonych wlasciwosciach antybakteryjnych
zarowno dla bakterii gram dodatnich, gram
ujemnych, jak i szczepéw opornych na sto-
sowane antybiotyki.? Zastosowanie NC Ag
w pordéwnaniu z substancjami zawierajacymi
w swoim sktadzie srebro w mikroskali wyka-
zuje mniejszg cyto- 1 geno-toksycznosé, a w
poréwnaniu z antybiotykami mniejszg skton-
no$¢ do powstawania szczepéw opornych na
leczenie.> Badania Li i wsp.* wykazaly re-
dukcje bioaktywnos$ci oraz biomasy biofil-
mu wraz ze zwigkszajacg si¢ koncentracja
NC Ag w koloidzie. Antyadhezyjne wiasci-
wosci wobec Candida wykazywalo tworzy-
wo akrylowe modyfikowane 5% zawarto$cia
NC. Analiza mikroskopowa wykazala, iz za-
burzenie w formowaniu biofilmu powodo-
waly juz probki o zawartosci Ag 2% ($rednia
grubo$¢ biofilmu i ilo§¢ zywych komorek), a
przy zawartosci 5% bylo obecnych tylko kil-
ka komorek Candida. Przeciwgrzybicze wia-
sciwosci potwierdzili w swojej pracy takze

6

PROTETYKA STOMATOLOGICZNA, 2017, 67, 1



Polimetakrylan metylu

additive did not altered substantially mechanical
properties, such as hardness or roughness, but the
bending strength decreased already after adding
1% of a nanofiller. The authors point out that the
basic problem still remains in the NP uniform
distribution in a polymer matrix. Wady et al.®
have demonstrated antibacterial and antifungal
properties of Ag-NP solution to C. albicans, but
after the creation of the nanocomposite, contrary
to the above described tests, there was no
statistically significant difference in the adhesion
and biofilm formation of C. albicans. There are,
however, not known reports on the clinical use of
biomaterials containing silver nanoparticles. The
main limitation is a strong brown discoloration
after Ag-NP incorporation into PMMA associated
with the oxidation processes, which prevent
considerably the possibilities of clinical use of
the new nanobiomaterial.

There is another type of nanoparticles,
titanium dioxide (TiO,), and attempts have also
been made to incorporate them into polymethyl
methacrylate.  Studies show significant
activity of TiO, against microorganisms,
such as Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans, Giardia lamblia, or Lactobacillus
acidophilus.®'%1" Under UV radiation and
chemical reactions resulting from its influence
Ti0O, exhibits photocatalytic activity, involving
the production of reactive oxygen species and
damaging the cell wall of microorganisms.!? It
has also been attempted to use the coexistence
of TiO,-NPs and silicon dioxide (SiO,). SiO,
as a porous substance, makes possible the
absorption and stabilization of other molecules,
eg. TiO, inits interior. This observation has been
explored, among others, by Sodagar et al.,!?
who introduced TiO, and SiO, nanoparticles
as well as TiO,-Si0, conglomerate into
PMMA. Antibacterial studies have been
carried out for L. acidophilus and S. mutans
in three different lighting conditions (lack of
light, daylight and UVA radiation). For 1%

Torres i wsp.” nie wykazujac jednocze$nie cy-
to- i geno-toksycznosci oraz Suganya i wsp.,%
ktorzy dodatkowo zwrdcili uwage, iz materiat
ten moze zosta¢ uzyty w przypadkach pacjen-
tow geriatrycznych lub z zaburzeniami uktadu
immunologicznego. De Castro i wsp.,” wpro-
wadzili do PMMA zmodyfikowane wanadem
srebro, ktore przy 10% zawartos$ci wykazato
istotny statystycznie spadek aktywnosci me-
tabolicznej C. albicans i S. mutans, co zosta-
o takze potwierdzone w badaniu mikrosko-
pem konfokalnym. Dodatek NC jednoczes$nie
nie zmienit istotnie wtasciwosci mechanicz-
nych, takich jak twardo$¢ czy chropowatos¢,
natomiast odporno$¢ na zginanie zmniejszy-
fa si¢ juz po dodaniu 1% nanowypetniacza.
Autorzy zwracaja uwage, iz nadal podsta-
wowym problemem pozostaje rGwnomierne
rozmieszczenie NC w matrycy polimerowe;j.
Wady i wsp.® wykazali dzialanie przeciwbak-
teryjne 1 przeciwgrzybicze roztworu NC Ag
w odniesieniu do C. albicans, jednakze po
stworzeniu nanokompozytu, w odréznieniu od
przedstawionych powyzej badan, nie stwier-
dzono istotnych statystycznie r6znic w adhezji
1 formowaniu biofilmu przez C.albicans. Nie
sa natomiast znane doniesienia dotyczace kli-
nicznego zastosowania biomateriatlow zawie-
rajacych nanoczastki srebra. Podstawowym
ograniczeniem s3 mocne, bragzowe przebar-
wienia PMMA po inkorporacji NC zwigzane z
procesami utleniania srebra, co znacznie ogra-
nicza mozliwos$ci zastosowania klinicznego
nowego nanobiomateriatu.

Kolejnym rodzajem nanoczastek, w przypad-
ku ktorych zostaly podjete proby ich inkorpora-
cji do polimetakrylanu metylu sa NC ditlenku
tytanu (TiO,). Badania wykazuja istotne dzia-
fanie TiO, przeciwko mikroorganizmom, takim
jak Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans,
Giardia lamblia, czy Lactobacillus acidophi-
Ius.>10:11 Ditlenek tytanu wykazuje pod wply-
wem promieniowania UVA i zachodzacych pod
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of the TiO,-Si0,-PMMA nanocomposite in
conditions of UVA radiation a significant drop
in the amount of L. acidophilus colony (98.6
+ 0.4%) and S. mutans (97.9 = 0.3%) was
observed. The shown activity is most likely
related to the operation of TiO, photocatalytic
activity. It is also possible to form the TiO, NP
layer on the surface of the polymerized PMMA.
Arai et al.'* observed a statistically significant
decrease in growth of both C. albicans and
S. sanguis after the modification mentioned
above. The possibility of introducing platinum
into the PMMA nanoparticles has also been
described,!’ indicating very good results of
microbiological tests against S. mutans and S.
sobrinus. Nanocomposite containing 200 mg/1
NP reduced the cell adhesion of 88.9% for S.
mutans and 88.2% for S. sobrinus.
Inrecentpublications the authors of this study
have described the possibility of incorporating
zinc oxide (ZnO) nanoparticles into PMMA and
the major problem with uniform distribution
of the filler in a polymer matrix.!®The studies
have shown antifungal properties of both
PMMA-ZnO nanocomposites and the ZnO-
NP layer sputtered on the earlier polymerized
PMMA. The deposition of fungal biofilm
on the surface of nanocomposites decreased
significantly with increasing concentration
of ZnO-NP.!” In addition, the scientific
confirmation of one of the theories on the
mechanism by which ZnO-NPs exerts its
activity, namely via increasing the oxidative
stress and reactive oxygen species in the
microorganism cells, may explain fungicidal
activity of the zinc oxide nanoparticles.

Purpose

The objective of the study was to characterize
titanium dioxide nanoparticles (Promethean
Particles Ltd, UK) before their potential use as
amodifier for PMMA as an alternative material
for denture bases.

jego wptywem reakcji chemicznych dziatanie
fotokatalityczne, polegajace na produkcji re-
aktywnych form tlenu i uszkadzaniu $ciany
komoérkowej mikroorganizméw.!? Probuje sie
takze wykorzysta¢ koegzystencje NC TiO, i di-
tlenku krzemu. Si0, jako substancja porowata,
daje mozliwos$¢ absorbcji i stabilizacji w swo-
im wnetrzu innych molekut np. TiO,. Zostato
to zbadane m.in. przez Sodagar i wsp.,'3 gdzie
wprowadzono do PMMA nanoczastki TiO,
oraz Si0,, jak rowniez konglomerat TiO,-
Si0,. Badania antybakteryjne przeprowadzo-
no dla L. acidophilus i S. mutans w trzech
roznych warunkach o$wietlenia (brak $wiatla,
Swiatlo dzienne oraz promieniowanie UVA).
Dla 1% nanokompozytu TiO,-Si0,-PMMA
w warunkach promieniowania UVA zaobser-
wowano znaczny spadek kolonii L. acidophi-
lus (98,6+0,4%), a dla S. mutans (97,9+0,3%).
Wykazane dziatanie jest najprawdopodobnie;j
zwigzane z dzialaniem fotokatalitycznym TiO,.
Na powierzchni spolimeryzowanego PMMA
istnieje takze mozliwo$¢ wytworzenia warstwy
z NC TiO,. Arai i wsp.,'* zaobserwowali istot-
ny statystycznie spadek wzrostu zaréwno C.
albicans jak 1 S. sanguis po w/w modyfika-
cji. Opisano takze mozliwo$ci wprowadzenia
do PMMA nanoczgstek platyny,!> wykazujac
bardzo dobre wyniki badan mikrobiologicz-
nych w stosunku do S. mutans 1 S. sobrinus.
Nanokompozyt o zawartosci NC 200 mg/L zre-
dukowat adhezj¢ komorek o 88,9% dla S. mu-
tans 1 88,2% w przypadku S. sobrinus.
Autorzy obecnej pracy we wczesniejszych
publikacjach opisali mozliwosci inkorporacji do
PMMA NC tlenku cynku i gléwne problemy
zwigzane z réwnomiernym rozmieszczeniem
wypehiacza w matrycy polimerowe;j.! Badania
wykazaty antygrzybicze wilasciwosci zarowno
nanokompozytéw PMMA — NC ZnO, jak i na-
pylonej warstwy NC ZnO na spolimeryzowany
PMMA. Odkladanie biofilmu grzybiczego na
powierzchni kompozytow zmniejszato si¢ istot-
nie statystycznie wraz ze wzrostem koncentracji
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Material and methods

Receiving TiO, NP

Water suspension of TiO, (Batch number:
SHY-179) was delivered directly by the
producer, Promethean Particles Ltd (UK). TiO,
dry powder was obtained by rapid cooldown
of the suspension with liquid nitrogen and its
subsequent drying in the lyophiliser (Lyovac
GT-2, SRK Systemtechnik GmbH).

Morphologic characteristics

The morphology of NPs was determined
using the scanning electron microscopy (SEM)
(ZEISS, Ultra Plus). The samples were coated
with a thin carbon layer using the sputter coater
(SCD 005/CEA 035, BAL-TEC).

X-ray powder diffraction

Diffraction patterns of the X-ray powder
diffraction (XRD) were gathered at room
temperature within the range of 2 theta angle
from 10° to 100° with the step of 0.02°, using
the X-ray powder diffractometer, operating
with the copper lamp (CuK,), (X’Pert PRO,
Panalytical). Based on the diffraction patterns,
the size of crystallites was determined (Dyy)
using Scherrer’s formula, '8

Duvs— K-4
hkl = ﬁ . Cﬂ.‘i’@hk;

where: D,;;, — volume weighted crystallite
size, [nm]; B —broadening of the A4/ diffraction
peak measured at half its maximum intensity
[rad]; K — shape factor, K= 1; A — wave length
of the X-rays dependent on the lamp type [nm];
0, — Bragg diffraction angle

Crystallite size distribution

The analysis of XRD peak profile was
performed according to the analytical formula
for polydispersive powders using application
Nanopowder XRD Processor Demo (http://

NC ZnO (Cierech i wsp.!” Dodatkowo potwier-
dzono w badaniach jedng z teorii mechanizmu
dziatania NC ZnO, polegajaca na zwigkszaniu
stresu oksydacyjnego i reaktywnych form tle-
nu w komorkach drobnoustrojow, co moze by¢
wyjasnieniem dziatania grzybobodjczego nano-
czastek tlenku cynku.

Cel pracy

Charakterystyka nanoczastek ditlenku tytanu
(Promethean Particles Ltd, United Kingdom)
przed potencjalnym zastosowaniem ich jako
modyfikatora dla PMMA jako alternatywnego
materiatu na plyty protez stomatologicznych.

Material i metody

Otrzymanie NC TiO,

Wodna zawiesina NC TiO, (Nr partii:
SHY-179) zostala dostarczona przez firme
Promethean Particles Ltd (United Kingdom).
Suchy proszek NC TiO, otrzymano poprzez
gwattownie schtodzenie zawiesiny cieklym
azotem a nastgpnie suszenie jej w liofilizatorze
(Lyovac GT-2, SRK Systemtechnik GmbH).

Charakterystyka morfologiczna

Morfologi¢ NC okreslono za pomocg ska-
ningowej mikroskopii elektronowej (SEM)
(ZEISS, Ultra Plus). Probki napylano warstwa
wegla przy uzyciu napylarki (SCD 005/CEA
035, BAL-TEC).

Proszkowa dyfrakcja rentgenowska

Dyfraktogramy proszkowej dyfrakeji rent-
genowskiej (XRD) zbierano w temperaturze
pokojowej w zakresie kata 2 theta od 10° do
100° z krokiem 0,02°, przy uzyciu proszko-
wego dyfraktometru rentgenowskiego, pracu-
jacego z lampa miedziowa (CuK;), (X Pert
PRO, Panalytical). Na podstawie dyfraktogra-
mow wyznaczono wielkos¢ krystalitow (Dyy)
uzywajac rownania Sherrera:!®

PROTETYKA STOMATOLOGICZNA, 2017, 67, 1
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science24.com/xrd/, © Pielaszek Research).
While Scherrer’s method provides a single
size parameter, this technique provides four
parameters: average crystallite size, error
of the average crystallite size, dispersion of
size and error of dispersion of sizes. Hence,
a full crystallite size distribution curve and
an estimation of “thickness” of this curve
(error bars) are obtained. The on-line tool
Nanopowder XRD Processor Demo is a
webpage where diffraction files can be directly
dropped. Files are processed on a server to
extract the crystallite size distribution for XRD
peaks. Unlike the standard fitting, the tool does
not act in the reciprocal space at all, but solves
sets of equations in a few auxiliary spaces
simultaneously. This allows an analysis of
XRD data with heavily convoluted reciprocal
space peaks.

Measurement of density and specific surface
area

Density measurements were carried out
using the helium pycnometer (AccuPyc
I 1340 FoamPyc V1.06, Micromeritics),
in accordance with ISO 12154:2014 at a
temperature of 25+2°C. The specific surface
area of NPs was determined using the analysis
of nitrogen adsorption isotherm by the BET
(Brunauer-Emmett-Teller) method (Gemini
2360, V 2.01, Micromeritics), in accordance
with SO 9277:2010. Prior to performing
measurements of both density and specific
surface area, the samples were subject to 2h
desorption in a desorption station (FlowPrep,
060 Micromeritics), at a temperature of 150°C
with the flow of helium of 99.999% purity.
Based on the determined specific surface
area and density, the average size of particles
was determined, with the assumption that
all particles are spherical and identical. The
following equation was used for calculating the
average particle size:!8

Dy = -4
B -cos@py,

gdzie: D, — Srednia wielkos¢ krystalitow w
kierunku prostopadtym do ptaszczyzny (hkl),
[nm]; B — szerokos¢ linii dyfrakcyjnej mierzo-
na w potowie refleksu, zalezna od wielkosci
krystalitow [rad]; K — stala Scherrera zalezna
od ksztattu krystalitu, K= 1; A — dtlugos¢ fali
promieniowania rentgenowskiego zalezna od
rodzaju lampy [nm]; 0,,, — kat Bragga, kat od-
btysku.

Rozklad wielkosci krystalitow

Analize pikow rentgenowskich wykona-
no korzystajac z analitycznego wzoru na ich
profil dla proszkéw polidyspersyjnych przy
uzyciu aplikacji Nanopowder XRD Processor
Demo (http://science24.com/xrd/, © Pielaszek
Research). Podczas, gdy metoda Scherrera da-
je pojedynczy parametr wielkosci, uzyta me-
toda daje cztery liczby: $rednig wielko$¢ kry-
stalitu, btad sredniej wielkosci krystalitu, dys-
persje/rozrzut wielkos$ci krystalitow w proszku
oraz blad dyspersji wielkosci krystalitow. W
ten sposob otrzymuje si¢ petng krzywa rozkta-
du wielkosci krystalitow wraz z oszacowaniem
“grubosci” krzywej (stupki btedow). Aplikacja
Nanopowder XRD Processor Demo, pozwala
na bezposrednie “wrzucenie” (drag and drop)
plikow dyfrakcyjnych do okienka przegladar-
ki. Dane sg przeliczane na serwerze w celu
uzyskania rozktadu wielkosci krystalitow. W
przeciwienstwie do standardowego fitowania,
narzedzie to nie prowadzi obliczen w przestrze-
ni odwrotnej, ale rozwigzuje uktady réwnan w
przestrzeniach pomocniczych. To pozwala na
analiz¢ nawet takich danych dyfrakcyjnych,
ktére posiadaja bardzo splecione, nakladaja-
ce si¢ piki.

Pomiar gestosci i powierzchni wlasciwej
Pomiary gesto$ci wykonano przy uzyciu pik-
nometru helowego (AccuPyc II 1340 FoamPyc
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N -1000
- SS5A-p

Equation for calculating the average particle
size, where: D — average size of particles;
diameter [um]; N — shape coefficient being
6 for the sphere; SS4 — specific surface area),
a, — IUPAC symbol; p — density.

Results

Representative SEM images of TiO,-NPs
are presented in Figure 1. They show the TiO,
particles of spherical shape. Figures la and
1b show homogeneity of TiO, particles. The
average particle size, as estimated on the basis
of Figure 1b, is about 20-30 nm. However, at
higher magnification in Figure lc, particles
that are about 5-10 nm in diameter can be
seen. The structures shown in Figure 1b may
be agglomerates, which consist of smaller
particles having a size of about 5-10 nm.
XRD research showed no presence of foreign
phases in the sample of TiO,, and all the
diffraction peaks were attributed solely
to the anatase phase of TiO, (Fig. 2). In
the form of anatase TiO, has a tetragonal
structure of cell structure (JCPDS 21-
1272, space group 141 / amd) with two
network parameters a and c¢ (Tab. 1).
The average size of the TiO, NPs calculated
based on the results of the density and specific
surface area was 9 nm (Tab. 2). The average
grain size, calculated on the basis of XRD
using Sherrer’s equation, was 5 nm (Tab. 2).
The web application of Nanopowder XRD
Processor Demo is based on the theory of
diffraction that helped to determine the average
size and size distribution of the crystallites.
Ti0,-NPs size obtained by XRD Nanopowder
Processor Demo, showed a crystallite size
of 6 £ 1 nm with a narrow distribution in
the range from 3 nm to 10 nm (Fig. 3).
The theoretical density of micropowder TiO,

V1.06, Micromeritics), zgodnie z normga
ISO 12154:2014 w temperaturze 25+2°C.
Powierzchnia wlasciwa nanoczastek zostata
wyznaczona przy uzyciu analizy izotermy ad-
sorpcji azotu metoda Brunauer-Emmett-Teller
(BET) (Gemini 2360, V 2.01, Micromeritics),
zgodnie z normg ISO 9277:2010. Przed wyko-
naniem pomiaréw zaro6wno gestosci jak i po-
wierzchni wtasciwej probki poddawano 2h de-
sorpcji w stacji desorpcyjnej (FlowPrep, 060
Micromeritics), w temperaturze 150°C przy
przeptywie helu o czystosci 99,999%. Na pod-
stawie wyznaczonej powierzchni wlasciwej
oraz gestosci obliczono $rednig wielko$¢ cza-
stek, zaktadajac, ze wszystkie czastki sg sfe-
ryczne 1 identyczne. Do obliczenia $redniej
wielko$ci czastek uzyto nastepujacego row-
nania:'®

N -1000
- SSA-p

Rownanie do obliczenia $redniej wielkosci
czastek, gdzie: D — $redni rozmiar czastek;
srednica [nm]; N — wspotczynnik ksztattu, dla
sfery przyjmuje wartos¢ 6; SSA — powierzchnia
wtasciwa (ang. specific surface area), a, — sym-
bol IUPAC; p — gestosc.

Wyniki

Reprezentatywne obrazy SEM NC TiO, zo-
staty przedstawione na rycinie 1. Pokazuja one
czastki TiO, o ksztalcie sferycznym. Na ryci-
nach la i 1b mozna zauwazy¢ jednorodnosc
czastek TiO,. Srednia wielko$¢ czastek, osza-
cowana na podstawie ryciny 1b wynosi okoto
20-30 nm. Jednak przy wiekszym powigksze-
niu na rycinie 1¢c mozna dostrzec czastki, kto-
re majg okoto 5-10 nm $rednicy. Struktury wi-
doczne na rycinie 1b sa prawdopodobnie aglo-
meratami, ktore sktadajg si¢ z mniejszych cza-
stek o wielkosci okoto 5-10 nm.

Badania XRD probek nie wykazaly obecnosci
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Fig. 1. Scanning electron microscope image of TiO, nanoparticles.
Ryc. 1. Obraz nanoczgstek TiO, w skaningowym mikroskopie elektronowym.

Table 1. Structural and physical properties of bulk TiO, polymorphs (Yang i wsp.,?> Gdzquez i wsp.>)

Density Refractive index Unit cell
Name Crystal Form | Space group (g/cm?) (nD) (A)
Rutile Tetragonal P4,/mnm 4.13 2.609 a=4.59,¢c=2.96
Anatase Tetragonal 14,/amd 3.79 2.488 a=3.79,c=9.51
Brookite | Orthorhombic | Pbea 3.99 2583 AT b A6
. . a=12.17,b=3.74,
TiO, (B) | Monoclinic C2/m 3.64 - c=6.51, p=107.29

Table 2.TiO, nanoparticles characteristics

. The average The average
Specific .S .
. The average crystallite size: crystallite
Surface area Density o . ,
Sample (BET) (psto.g/em?) grain size: SSA | Nanopowder XRD | size: Scherer’s
(as+c.m2/g) psro-g BET, (d+o, nm) | Processor Demo | equation, XRD
e (d+c, nm) (d, nm)
TiO, 215+3 3,16 £0,03 9+1 6+1 5

anatase form is 3.79 g/cm3. The density
of the obtained TiO,-NPs sample was
3.16 g/cm3, and it is lower by about 16.7%
from the theoretical value. The specific
surface of TiO,-NPs amounted to 215 m?/g.
Ti10,-NPs of such a large specific surface area
can be used, for example, as an active catalysts
applied in visible light and can show a high
microbiological activity.

obcych faz w probee TiO,, a wszystkie piki dy-
frakcyjne zostaty przypisane wylacznie fazie
anatazu TiO, (ryc. 2). TiO, w formie anata-
zu posiada strukture o tetragonalnej budowie
komorki (JCPDS 21-1272, grupa przestrzen-
na [41/amd) z dwoma parametrami sieci aic
(tab. 1).

Sredni rozmiar NC TiO, wyliczony w oparciu
o wyniki powierzchni wtasciwej i gestosci wy-
nosit 9 nm (tab. 2). Sredni rozmiar krystalitow

12
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Fig. 2. XRD examination of TiO, nanoparticles.
Ryc. 2. Dyfraktogram XRD nanoczgstek TiO,.

TiO,- 6nm
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Size of crystallite [nm]

Fig. 3. TiO2 crystallite size distribution obtained by
XRD Nanopowder Processor Demo.

Ryc. 3. Rozktad wielkosci krystalitow TiO, na podsta-
wie Nanopowder XRD Processor Demo.

Discussion

Theoretically, the introduction of titanium
dioxide into polymethyl methacrylate should
impede fungal biofilm formation due to the
exhibited microbiological activity.%!%!1! Before
the procedure of incorporating nanoparticles
into a polymer matrix they should be precisely
characterised. In the potential antibacterial
or antifungal activity, besides the type and
concentration of nanoparticles, a large role is
played by two parameters, the size of the particles
and their surface area. This was confirmed
in the studies carried out by Raghupathi et
al.! who indicate that the microbial activity
of nanoparticles is directly proportional to the
concentration and inversely proportional to
their diameter. Furthermore, they found that
particles larger than 100 nm showed only a
bacteriostatic activity, and particles of smaller
diameter also had bactericidal properties.

wyliczony na podstawie badan XRD przy uzy-
ciu rébwnania Sherrera wynosit 5 nm (tab. 2).
Aplikacja internetowa Nanopowder XRD
Processor Demo oparta na teorii dyfrakcji po-
zwolita wyznaczy¢ $redni rozmiar jak i rozktad
wielkosci krystalitow. Na rycinie 3 znajduje si¢
rozktad wielkosci NC TiO, otrzymany dzig-
ki Nanopowder XRD Processor Demo, ktory
charakteryzowat si¢ wielkoscig krystalitow 61
nm o waskim rozktadzie mieszczacym si¢ w
przedziale od 3 nm do 10 nm (ryc. 3).

Gestos¢ teoretyczna mikroproszku anatazu
TiO, wynosi 3.79 g/cm?. Gesto$¢ otrzymanej
probki NC TiO, wynosita 3,16 g/cm?, i jest
nizsza o okoto 16,7% od warto$ci teoretycz-
nej. Powierzchnia wtasciwa NC TiO, wynosi-
ta 215 m?/g. NC TiO, o tak duzej powierzchni
wlasciwe] mogg zostac uzyte np. jako kataliza-
tory aktywne stosowane w $wietle widzialnym
jak réwniez posiada¢ duzg aktywno$¢ mikro-
biologiczna.

Dyskusja

Wprowadzenie nanotlenku tytanu do po-
limetakrylanu metylu teoretycznie powinno
utrudni¢ formowanie biofilmu grzybiczego ze
wzgledu na wykazywang aktywno$¢ mikro-
biologiczng.%!%!! Przed procedurg inkorpora-
cji nanoczgstek do matrycy polimerowej ko-
nieczna jest ich doktadna charakterystyka. Na
potencjalne dziatanie antybakteryjne czy an-
tygrzybicze, poza rodzajem i stezeniem nano-
czastek, duza role odgrywaja dwa parametry:
rozmiar czastek oraz ich powierzchnia wlasci-
wa. Potwierdzono to w badaniach Raghupathi
i wsp.!? wykazujac, iz dziatanie mikrobiolo-
giczne nanoczastek byto wprost proporcjonal-
ne do stezenia i odwrotnie proporcjonalne do
ich $rednicy. Co wigcej, autorzy stwierdzili, iz
czastki wigksze od 100 nm wykazywaty dziata-
nie tylko bakteriostatyczne, natomiast czgstki o
mniejszej Srednicy posiadaty takze wlasciwosci
bakteriobojcze.
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As depicted by the above studies the size
of TiO, nanoparticles oscillating in the range
of 5-9 nm gives rise to expectations of a
strong microbial activity. When comparing
different methods of conversion of XRD
results (Sherrer’s formula and Nanopowder
XRD Processor Demo), identical results were
obtained, fitting in the standard deviation
of the methods. The average size calculated
from specific surface area and density is most
representative in terms of the amount of the
tested sample. However, the results of average
particle size obtained thanks to that method
can be burdened with a bias arising from the
adopted simplification that all particles are
spherical and identical. Differences between
average particle size and average crystallite size
may result from the limitations of the methods
or from the polycrystallinity of TiO,. One TiO,
particle may be built of several crystallites. It
is worth mentioning that after the introduction
of nanoparticles into a polymer matrix they
have tend to form conglomerates which can
significantly weaken the antifungal activity
(Cierech et al.).16

The potent microbial action of nanoparticles
compared to their chemical counterparts in
microscale is possible thanks to the particle
surface area relative to its volume.2 In their
previous studies the authors!'” showed a high
antifungal activity of zinc oxide nanoparticles
with a specific surface area of 39 m?/g. Specific
surface area of titanium nanooxide amounting
to 215 m?/g, showed in this studies, provides the
basis for possible strong antifungal properties.
However, we should have in mind the research
conducted by Hamzeh and Sunahara®?' who
demonstrated the increased cytotoxicity
of titanium oxide NPs with their increasing
specific surface area.

The theoretical density of micropowder TiO,
anatase form is 3.79 g/cm3. The density of the
resulting TiO, sample was 3.16 g/cm?3, being
lower by about 16.7% from the theoretical

Wykazana w powyzszych badaniach wiel-
kos$¢ nanoczastek TiO, oscylujaca w granicach
5-9 nm daje podstawe do oczekiwania silnej
aktywno$ci mikrobiologicznej. Porownujac
rozne sposoby przeliczen wynikow XRD
(Sherrera oraz Nanopowder XRD Processor
Demo) otrzymano wrecz identyczne wyni-
ki, mieszczace si¢ w odchyleniu standardo-
wym metod. Sredni rozmiar wyliczony z po-
wierzchni wlasciwej 1 gestosci jest najbardziej
reprezentatywny pod wzgledem wielko$ci
przebadanej probki, jednak wynik otrzyma-
ny dzigki tej metodzie moze by¢ obarczony
btedem wynikajacym z przyjetego uprosz-
czenia, ze wszystkie czastki sg sferyczne i
identyczne. Roznice pomig¢dzy srednig wiel-
kos$cig czastek a $rednig wielkoscig krystali-
tow moga wynika¢ z ograniczen metod lub
tez z polikrystalicznos$ci TiO,. Jedna czastka
TiO, moze by¢ zbudowana z kilku krystali-
tow. Nalezy natomiast pamigtac, iz nanoczast-
ki po wprowadzeniu do matrycy polimerowe;j
maja tendencj¢ do tworzenia konglomeratow,
co znacznie moze ostabi¢ ich dziatanie prze-
ciwgrzybicze.!6

Potencjalne dziatanie mikrobiologiczne na-
noczastek w poréwnaniu do ich chemicznych
odpowiednikow w mikroskali jest mozliwe
dzigki duzej powierzchni czgstki w stosunku
do jej objetosci.?? Autorzy we wezesniejszych
badaniach!” wykazali duza przeciwgrzybi-
cza aktywno$¢ nanoczastek tlenku cynku o
powierzchni wilasciwej 39 m?/g. Wykazana
w przeprowadzonych badaniach powierzch-
nia wilasciwa nanotlenku tytanu wynosza-
ca 215 m?/g daje podstawe dla mozliwych,
silnych wlasciwosci przeciwgrzybiczych.
Nalezy natomiast mie¢ na uwadze badania
Hamzeh i Sunahara,*' ktorzy wykazali wzrost
cytotoksycznosci nanoczastek tlenku tytanu
wraz ze wzrostem ich powierzchni wtasciwe;.

Gestos¢ teoretyczna mikroproszku anatazu
TiO, wynosi 3,79 g/cm3. Gesto$¢ otrzyma-
nej probki TiO, wynosita 3,16 g/em?, i jest
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value. The difference between the nano and
macro density of materials may result from
several reasons, such as surface defects, a
possible presence of hydroxides or impurities,
TiO, being non-stoichiometric, or content of
various admixtures. The suspension was not
rinsed before drying, thus a lower density of
TiO, NPs than the theoretical density may result
from the presence of unrinsed impurities in the
form of surfactants serving for water suspension
stabilisation. It should be remembered that the
amorphous phase is not detected by the XRD
test and the limit of detectability of a foreign
crystalline phase in the diffraction method can
be even 5-6%, which prevents the detection
of small quantities of impurities, if any, in the
TiO, sample.

It should also be taken into account that
the addition of nanoparticles can disrupt the
internal structure of the polymer hence possible
deterioration of the biomaterial mechanical
properties. Shibata et al.** point out that the
irradiation by UVA light of PMMA composite
with TiO, particles (size greater than 400 nm)
results in reduced flexural strength. The authors
also emphasize that after 360 h exposure value
of the bending for 5% of the composite stiffness
satisfied the ISO 1567 requirements. The
addition of TiO, particles in nanometric scale
can affect the polymer structure in a different
way, and needs further investigations.

The properties of characterized NPs and
presented publications of other authors give
reason to believe that a possible incorporation of
NPs into polymethyl methacrylate will activate
the antifungal function. Possible clinical
applications of the prepared nanocomposite
need further research.

nizsza o okoto 16,7% od warto$ci teoretycz-
nej. Roznica pomigdzy gestoscig nano a ma-
kro materialow moze wynika¢ z kilku przy-
czyn, migdzy innymi: defektow powierzch-
ni, mozliwej obecnosci wodorotlenkow lub
zanieczyszczen, niestechiometrycznos$ci
TiO,, zawarto$ci roznorodnych domieszek.
Zawiesina przed suszeniem nie byta ptukana,
zatem mniejsza gesto$¢ nanoczastek TiO, od
gestosci teoretycznej moze wynikaé z obec-
nos$ci niewyptukanych zanieczyszczen np. w
postaci srodkow powierzchniowo czynnych
stuzacych do stabilizowania zawiesiny wod-
nej. Nalezy pamigtaé, ze faza amorficzna jest
nie wykrywana przez badanie XRD a grani-
ca wykrywalnosci obcej fazy krystalicznej w
metodzie dyfraktometrycznej moze wynosi¢
nawet do 5-6% at, co uniemozliwito ewentu-
alne wykrycie malych ilo$ci zanieczyszczen
w probee TiO,.

Nalezy takze wzia¢ pod uwage, iz doda-
tek nanowypeltniacza moze zaburzy¢ struktu-
r¢ wewnetrzng polimeru przez co pogorszeniu
ulegng wlasciwosci mechaniczne biomateria-
tu. Shibata i wsp.?* zwracaja uwage, iz na-
swietlanie §wiattem UVA kompozytu PMMA
z czastkami TiO, (wielko$¢ powyzej 400 nm)
powoduje spadek odpornosci na zginanie.
Autorzy podkreslaja jednoczesnie, iz dla w/w
5% kompozytu po 360h ekspozycji wartosci
odpornosci na zginanie sprostaly wymaga-
niom stawianym w normie ISO 1567. Dodatek
czastek TiO, w skali nanometrycznej moze
jednak wptywac na strukture polimeru w spo-
sob odmienny i wymaga dalszych badan.

Wiasciwosci scharakteryzowanych nanoczg-
stek oraz przedstawione w publikacji badania
innych autoréw daja podstawe sadzi¢, iz po
ewentualnej inkorporacji do polimetakrylanu
metylu beda one spetnia¢ funkcje przeciwgrzy-
bicze. Mozliwe kliniczne wykorzystanie tak
wytworzonego nanokompozytu wymaga jed-
nak dalszych badan.
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