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Summary

Introduction. The addition of nanoparticles
to poly(methyl methacrylate) (PMMA) changes
the colour and optical properties of the new
biomaterial, which might result in limited or
impossible application of the aforementioned
modification in production of denture bases.

Aim of the study. To determine the manner in
which incorporation of zinc oxide changes the
colour properties of PMMA and of the permanence
of the obtained colour after subjecting the
material to colouring agents.

Material and methods. The test group was
composed of 2.5%, 5%, and 7.5% of PMMA—
ZnO nanocomposites, the control group was
Superacryl Plus, a thermally polymerised acrylic
material (Spofa Dental, Jicin, Czech Republic).
The colouring agents used in the test were coffee
(CO) and red wine (RW), in the control group
it was distilled water (DW). The samples were
subjected to a colorimetric test with the use of a

Streszczenie

Wprowadzenie. Dodatek nanoczgstek do poli-
metakrylanu metylu (PMMA) zmienia kolor i wia-
Sciwosci optyczne nowego biomateriatu, co moze
skutkowac ograniczeniami lub niemoznoscig
zastosowania w/w modyfikacji w wykonawstwie
phit protez stomatologicznych.

Cel pracy. Okreslenie w jaki sposob inkorpo-
racja tlenku cynku zmienia wtasciwosci kolory-
styczne PMMA i jaka jest trwalos¢ uzyskanego
koloru po poddaniu tworzywa dziataniu czynni-
kow barwigcych.

Material i metody. Grupa badana skitadata sie
z 2,5%, 5% oraz 7,5 % nanokompozytow PMMA
— Zn0, grupa kontrolna to polimeryzowane ter-
micznie tworzywo akrylowe Superacryl Plus
(Spofa Dental, Jicin, Czech Republic). Czynniki
barwigce uzyte w badaniu to kawa (CO) oraz
czerwone wino (RW), kontrole stanowila woda
destylowana (DW). Probki byly poddane badaniu

kolorymetrycznemu z wykorzystaniem cyfrowe-
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digital colorimeter and recorded within the Red/
Green/Blue (RGB) colour space.

Results. The change of colour for PMMA
and individual nanocomposites increased in
line with the content of nanoparticles. In the
colour permanence test, considerably higher
AE values were observed for samples coloured
with red wine. In comparison to pure PMMA,
smaller  concentrations of nanocomposites
behaved similarly or were discoloured to a
slightly greater extent. The 7.5% nanocomposite
behaved differently: they proved to be much
less stable in terms of colour compared to other
nanocomposites.

Conclusions. 1. The modification of PMMA
with ZnO nanoparticles is acceptable in aesthetic
terms. However, the slight whitening of the
material must be discussed with the patient before
its potential clinical application. 2. Due to the
lower colour stability of the material, the use of
the 7.5% nanocomposite needs to be confronted
with the possible benefits arising from its positive
microbiological action.

go kolorymetru i zapisywane w przestrzeni barw
Red/Green/Blue (RGB).

Wyniki. Zmiana koloru dla PMMA i poszcze-
golnych nanokompozytow wzrastata adekwatnie
do zawartoSci nanoczgstek. W badaniu trwatosci
kolorow zaobserwowano znacznie wyzsze warto-
sci AE dla probek barwionych czerwonym winem.
W porownaniu do czystego PMMA mniejsze ste-
zenia nanokompozytow zachowywaty si¢ podob-
nie lub ulegaly niewiele wigkszemu przebarwie-
niu. Inaczej zachowywat sie 7,5% nanokompozyt,
ktory okazal si¢ znacznie mniej stabilny kolory-
stycznie w porownaniu do pozostatych nanokom-
DPOZYLIOW.

Whioski. 1. Modyfikacia PMMA nanoczgst-
kami ZnQO jest akceptowalna pod wzgledem es-
tetycznym. Niewielkie zbielenie materiafu musi
by¢ jednak przedyskutowane z pacjentem przed
potencjalnym zastosowaniem klinicznym. 2. Ze
wzgledu na mniejszq stabilnos¢ kolorystyczng
materiatu, zastosowanie 7.5 % nanokompozytu
musi by¢ skonfrontowane z ewentualnymi zyska-
mi wynikajqgcymi z pozytywnego dziatania mikro-
biologicznego.

Introduction

The demands of the patients treated with
prosthetic restorations are continually growing.
They concern not only the durability of
the applied solutions but also, and perhaps
foremost, broadly understood aesthetics. This
results, among others, from universal access to
the Internet and, what follows, numerous social
networking websites, where a beautiful smile
is an indispensable condition for attractiveness
and is more and more frequently perceived as
an integral part of one’s self-esteem. Therefore,
prosthetic treatment can be considered a success
when the function is restored and satisfactory
aesthetics is achieved at the same time. In the
case of entirely or partly toothless patients,
removable prostheses remain the most common

Wstep

Wymagania pacjentow leczonych prote-
tycznie stale wzrastajg. Dotyczg one trwatosci
zastosowanych rozwigzan, ale takze a moze
przede wszystkim szeroko rozumianej estety-
ki. Wynika to migdzy innymi z powszechno-
$ci dostepu do internetu, a tym samym licz-
nych portali spotecznosciowych, gdzie pigkny
usmiech jest nieodzownym elementem atrak-
cyjnosci i coraz czgsciej nierozerwalnie zwig-
zany z poczuciem wlasnej wartosci. O suk-
cesie w leczeniu protetycznym mozna zatem
mowic gdy spetnione sg jednoczesnie warunki
odnosnie przywrdcenia funkcji oraz uzyska-
nia zadowalajacej estetyki. W przypadku pa-
cjentow bezzgbnych lub z rozleglymi brakami
zebowymi nadal najczesciej wykonywanymi
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type of restorations. A satisfactory aesthetic
effect depends on many factors, but it can
be achieved at a level similar to that of fixed
restorations. What is an extremely significant
element is pink aesthetics, i.e. a faithful imitation
of the colour, shape and anatomical details of
gums and oral mucosa. The prosthesis base is
normally made of poly(methyl methacrylate)
(PMMA). This material can be modified with
both organic and inorganic substances to
improve its mechanical, tribological, aesthetic,
or microbiological properties.! In times of the
developing nanotechnology, substances are
increasingly more often doped on the nano-
scale in order to change specific properties
of the material. The most desirable feature of
such a modification is microbiological activity,
which would reduce the possibility of the
bacterial & fungal biofilm accumulation on the
prosthesis base. The modification that is best
known today is the use of silver nanoparticles
with proved antibacterial and antifungal
activity.? What limitsthe application of the
material created with this method in everyday
clinical practice is the dark brown shade,
which disqualifies it in terms of aesthetics.
Each addition of nanoparticles changes not
only the colour to a smaller or larger extent
but also the optical properties of PMMA. The
addition of nanosilver in composite materials
may also affect the stability of the biomaterial
in the oral cavity by increasing the release of
metal ions with all their positive and negative
effects.? In their earlier papers, the authors
described the preparation, and determined the
mechanical, microbiological, and cytotoxic
properties of PMMA modified with zinc oxide
nanoparticles.*” The feature that will largely
determine the potential application of the
aforementioned modification in clinical trials
is colour and its stability when subjected to
the colouring media that are present in the oral
cavity environment during the everyday use of
protheses.

uzupetiniami sg protezy ruchome. Uzyskanie
zadowalajacego efektu estetycznego zalezy od
wielu czynnikow, ale jest mozliwe na podob-
nym poziomie jak w przypadku uzupethien sta-
tych. Elementem niezwykle istotnym jest es-
tetyka r6zowa, czyli wierne nasladowanie ko-
loru, ksztattu oraz szczegdtéw anatomicznych
dzigset oraz btony $sluzowej jamy ustnej. Ptyta
protezy wykonana jest najczesciej z polimeta-
krylanu metylu (PMMA). Tworzywo to moze
by¢ modyfikowane substancjami organiczny-
mi jak 1 nieorganicznymi w celu poprawienia
wlasciwos$ci mechanicznych, trybologicznych,
estetycznych czy mikrobiologicznych.! W do-
bie stale rozwijajacej si¢ nanotechnologii co-
raz czesciej domieszkuje si¢ substancje w ska-
li nano, aby zmieni¢ okreslone wilasciwosci
tworzywa. Najbardziej pozadang cechg takiej
modyfikacji jest aktywno$¢ mikrobiologiczna,
ktora zmniejszataby mozliwos¢ gromadzenia
na plycie protezy biofilmu bakteryjno-grzy-
biczego. Obecnie najlepiej poznang modyfi-
kacja jest wykorzystanie nanoczastek srebra
o udowodnionej aktywnosci przeciwbakteryj-
nej i przeciwgrzybiczej.> Cechg tak wytworzo-
nego materiatu, ktora utrudnia zastosowanie go
w codziennej praktyce klinicznej jest brunatny
odcien, ktory dyskwalifikuje go pod wzgle-
dem estetycznym. Kazdy dodatek nanoczastek
w mniejszym lub wigkszym stopniu zmienia
kolor, ale takze wtasciwos$ci optyczne PMMA.
Dodatek nanosrebra w materiatach kompozy-
towych moze takze wptynac¢ na stabilno$¢ bio-
materialu w $rodowisku jamy ustnej zwiek-
szajac uwalnianie jonéw metali ze wszystkimi
pozytywnymi jak i negatywnymi tego skutka-
mi.> W poprzednich artykutach autorzy opisa-
li przygotowanie, a takze okreslili wlasciwo-
$ci mechaniczne, mikrobiologiczne i cytotok-
syczne PMMA modyfikowanego nanoczastka-
mi tlenku cynku.*7 Cecha, ktéra w znacznym
stopniu bedzie decydowata o potencjalnym
uzyciu powyzszej modyfikacji w badaniach
klinicznych jest kolor oraz jego stabilno$¢ po
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Aim of the study

This publication is aimed to determine the
manner in which incorporation of zinc oxide
changes the colour properties of PMMA and
the permanence of the obtained colour after
subjecting the material to colouring agents.

Material and methods

Characteristics of ZnO nanoparticles

Zinc oxide nanoparticles (ZnO NPs) were
obtained with the use of microwave solvothermal
synthesis.®® The method of obtaining ZnO
NPs samples and their characterisation were
described in detail in earlier publications
of the authors.*7 The ZnO NPs used were
characterised by the average particle size
of =30 nm (Fig. 1), density of 5.24 g/cm?3,
specific surface area of 39 m?/g, and phase
purity (Fig. 2). The tests performed with the
use of the scanning electron microscope (SEM)
(Fig. 3) and transmission electron microscope
(TEM) (Fig. 4) showed a high homogeneity of
nanoparticles in terms of both their size and their
shape. The characterisation of the ZnO samples
presented herein was performed at an accredited
research laboratory with the certificate no. AB
9 (Laboratory of Nanostructures, IHPP PAS,
Warsaw, Poland), which operates in accordance
with PN-EN ISO/IEC 17025:2018-02.10

poddaniu dziataniu medidow barwigcych, obec-
nych w $rodowisku jamy ustnej podczas co-
dziennego uzytkowania protez.

Cel pracy

Celem ponizszej publikacji jest okreslenie w
jaki sposob inkorporacja tlenku cynku zmienia
wlasciwosci kolorystyczne PMMA 1 jaka jest
trwato$¢ uzyskanego koloru po poddaniu two-
rzywa dzialaniu czynnikow barwigcych.

Material i metody

Charakterystyka nanoczgstek ZnO
Nanoczastki tlenku cynku (NC ZnO) otrzy-
mano przy uzyciu mikrofalowej syntezy sol-
wotermalnej.? Szczegotowy opis metody
otrzymania probek NC ZnO oraz ich charak-
teryzacji zostal opisany we wczesniejszych
publikacjach autorow.*7 Uzyte NC ZnO cha-
rakteryzowaty si¢ $rednig wielkos$cig czastek
=30 nm (ryc. 1), gestoscig 5,24 g/cm3, po-
wierzchnig wiasciwg 39 m?/g oraz czystoscig
fazowa (ryc. 2). Badania skaningowym mi-
kroskopem elektronowym (SEM) (ryc. 3) oraz
transmisyjnym mikroskopem elektronowym
(TEM) (ryc. 4) wykazaty duza homogennos$¢
nanoczastek zarowno w wielkosci, jak 1 ksztal-
cie ziaren. Charakterystyke probek ZnO za-
mieszczong w niniejszym artykule wykonano
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Fig. 1. ZnO NPs size distribution obtained with the
use of the Nanopowder XRD application.

Ryc. 1. Rozklad wielkosci NC ZnO otrzymany przy uzy-
ciu aplikacji Nanopowder XRD.

Fig. 2. Results of the ZnO NPs X-ray diffraction.
Ryc. 2. Wyniki dyfrakcji rentgenowskiej NC ZnO.
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Fig. 3. Representative SEM images of ZnO NPs.
Ryc. 3. Reprezentatywne obrazy SEM NC ZnO.

Preparation of poly(methyl methacrylate) mo-
dified with ZnO nanoparticles

Athermally polymerised acrylic material was
used for the test (Superacryl Plus; Spofa Dental,
Jicin, Czech Republic). The powder-liquid
volume ratio recommended by the producer is
3:1, which corresponds to 22 g of the polymer
and 10 ml of the liquid monomer. The calculated
amount of the nanopowder was suspended in a
liquid acrylic resin monomer and subjected
to mechanical mixing with a metal spatula
for 60 seconds. Afterwards, the calculated
amount of PMMA was added to obtain the final
weight concentration of 2.5%, 5%, and 7.5%.
The precise weight content of the individual
components is presented in Table 1. Initially,
samples sized 13%13x2 mm were made of
modelling wax (Vertex Regular; Vertex-Dental
BV, Zeist, The Netherlands) and, in accordance
with the standard procedure, transformed into
an acrylic material with the use of Class III hard
plaster (Stodent; Zhermack). In order to achieve
a smooth surface, the samples were covered
with a 0.025 mm thick polyethylene sheet
(Divosheet; Vertex-DentalBV). The material
was subsequently subjected to conventional
thermal polymerisation in a polymeriser (PS-2;
P.E.M., Warsaw, Poland) as recommended by
the manufacturer (gradual temperature increase

Fig. 4. Representative TEM image of ZnO NPs.
Ryc. 4. Reprezentatywny obraz TEM NC ZnO.

w akredytowanym laboratorium badawczym
o numerze certyfikatu AB 1503 (Laboratory of
Nanostructures, [HPP PAN, Warsaw, Poland),
ktére funkcjonuje zgodnie z normg PN-EN
ISO/IEC 17025:2018-02.10.

Przygotowanie polimetakrylanu metylu mody-
fikowanego nanoczgstkami ZnO

W badaniu wykorzystano polimeryzowa-
ne termicznie tworzywo akrylowe (Superacryl
Plus; Spofa Dental, Jicin, Czech Republic).
Rekomendowany przez producenta stosunek
objetosciowy proszku do ptynu wynosi 3:1 co
odpowiada 22 g polimeru oraz 10 ml ptynnego
monomeru. Obliczona ilo$¢ nanoproszku zo-
stata zawieszona w plynnym monomerze zywi-
cy akrylowej 1 poddana mechanicznemu mie-
szaniu metalowa szpatutkg przez 60 sekund.
Nastepnie dodano obliczong ilo§¢ PMMA, aby
uzyska¢ koncowe stezenie wagowe 2,5%, 5%
oraz 7,5%. Doktadny sklad wagowy poszcze-
golnych sktadnikéw zostal podany w tabeli 1.
Poczatkowo probki o wymiarach 13x13%2 mm
zostaly przygotowane z wosku modelowego
(Vertex Regular; Vertex-Dental BV, Zeist, The
Netherlands), oraz zamienione przy uzyciu
standardowej procedury na tworzywo akrylo-
we z wykorzystaniem twardego gipsu klasy III
(Stodent; Zhermack). W celu uzyskania gtad-
kiej powierzchni probki byly pokrywane folig
techniczng o grubosci 0,025 mm (Divosheet;
Vertex-DentalBV). Material zostal nastep-
nie poddany konwencjonalnej polimeryzacji
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Table 1. Chemical composition of individual nanocomposites

Composition 2:5% . S . 7.5% .
Nanocomposite Nanocomposite Nanocomposite
ZnO nanopowder 0.803 g 1.605 g 2408 g
PMMA polymer powder 22¢g 22¢g 22¢g
PMMA liquid monomer 10g 10g 10g

to 97°C; polymerisation time at temp. of 97°C:
30 min). The control group was the acrylic
material without addition of nanoparticles.

Comparison of colour of modified and unmo-
dified PMMA

For the purpose of comparing the colour of
PMMA with PMMA-ZnO NPs nanocomposite,
twenty samples were prepared and divided into
four equinumerous groups depending on the
weight content of ZnO NPs. The samples were
subjected to a colorimetric test with the use of
a digital colorimeter (ColorReader, Datacolor
AG Europe, Switzerland) fitted with a wireless
Bluetooth interface enabling connection with
dedicated software. The data obtained from
the device were transmitted to the software
and recorded within the RGB colour space.
The specifications of the recording device are
compliant with the standards adopted by CIE
(Commission internationale de 1’éclairage —
International Commission on Illumination)
for colorimetric tests, namely the observation
angle of 10° and the illuminant being D65, with
the satisfaction of the technical requirements
ensured by the built-in light source in the form
of 6 LEDs. The RGB colour space consists in an
additive synthesis of three constituent colours:
R — red, G — green, B — blue. Mixing the
three main colours in an appropriate proportion
gives rise to a wide spectrum of secondary
colours. The colour record in the RGB model
is composed of three successive numbers

termicznej w polimeryzatorze (PS-2; P.E.M.,
Warsaw, Poland) zgodnie z zaleceniami pro-
ducenta (stopniowo podnoszona temperatura
do 97°C; czas polimeryzacji w temp. 97°C:
30 min). Grupe kontrolng stanowito tworzywo
akrylowe bez dodatku nanoczastek.

Porownanie koloru modyfikowanego i nie-
modyfikowanego PMMA

W celu poréwnania koloru PMMA z nano-
kompozytem PMMA-ZnO NC przygotowano
20 probek, ktore podzielono na 4 réwnolicz-
ne grupy w zaleznos$ci od wagowej zawartosci
ZnO NC. Probki byty poddane badaniu kolo-
rymetrycznemu z wykorzystaniem cyfrowe-
go kolorymetru (ColorReader, Datacolor AG
Europe, Switzerland) wyposazonego w bez-
przewodowy interfejs Bluetooth do polaczenia
z dedykowanym oprogramowaniem. Dane po-
zyskiwane z urzadzenia byly transportowane
do oprogramowania i zapisywane w przestrze-
ni barw RGB. Urzadzenie rejestrujace posia-
da specyfikacje zgodne ze standardami przy-
jetymi przez CIE (Commission internationale
de I’éclairage — Migdzynarodowa Komisja ds.
Oswietlenia) w badaniach kolorymetrycznych
w postaci 10° kata obserwacji oraz illuminan-
tu D65 — wymagania techniczne sg uzyskiwa-
ne dzigki wbudowanemu zrodle §wiatla w po-
staci 6 diod led. Model przestrzeni barw RGB
polega na addytywnej syntezie trzech sktado-
wych barw: R — czerwonej, G — zielonej, B —
niebieskiej. Zmieszanie wymienionych trzech
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within the range from 0 to 255, where 0.0.0
means black, and 255.255.255 means white.
Each sample was subjected to five independent
colorimetric measurements in various areas and
on both sides of the prepared samples. The
values obtained in this manner were compiled
with the use of descriptive statistics (mean, SD)
and then differences in the obtained colours
between groups were calculated by means of
the AE parameter according to the following
formula:

AEges =+ (AR)Z + (AG)? + (AB)?

The AE value is the Euclidean distance
between two colours in the colour space,
provided that both colours have been described
in the same space and it is expressed as a
number. An example of the distance AE in the
RGB colour space is shown in Figure 5.

Analysis of colour permanence depending on
the external environment

The material prepared while comparing
the colour of unmodified and modified
PMMA served the purpose of analysing
colour permanence depending on the external

(R:99; G:0; B:118)
3]

Fig. 5. RGB color space with the selected example of
AE distance.

Ryc. 5. Przestrzen barw RGB wraz z zaznaczong przy-
ktadowq odlegloscig AE.

glownych kolorow w odpowiedniej proporcji
skutkuje powstawaniem szerokiej gamy barw
pochodnych. Zapis koloru w modelu RGB
sktada si¢ z 3 liczb nastepujacych po sobie,
przyjmujacych zakres wartosci od 0 do 255,
gdzie warto$¢ 0.0.0 oznacza czarny, a warto$¢
255.255.255 kolor biaty. Kazda probka zostata
poddana 5 niezaleznym pomiarom koloryme-
trycznym w rdéznych obszarach oraz z obu stron
przygotowanych prébek. Uzyskane w ten spo-
sOb warto$ci zostaly opracowane przy pomo-
cy statystyki opisowej (Srednia, SD) a nastep-
nie obliczono réznice w otrzymanych kolorach
pomiedzy grupami wykorzystujac parametr AE
korzystajac ze wzoru:

AEgcs =+/(AR)? + (AG)? + (AB)?

Wartos¢ AE to Euklidesowa odlegtos¢ po-
miedzy dwoma kolorami w przestrzeni barw
o ile oba kolory zostaty opisane w tej samej
przestrzeni 1 jest wyrazana w formie liczby.
Przyklad odleglosci AE w przestrzeni barw
RGB zostat zobrazowany na rycinie 5.

Analiza trwatosci koloru w zaleznosci od sro-
dowiska zewnetrznego

W celu analizy trwatos$ci koloru w zalezno-
sci od srodowiska zewngtrznego wykorzysta-
no material przygotowany podczas badania
poréwnania koloru niemodyfikowanego oraz
modyfikowanego PMMA. Dwadziescia pro-
bek zostato podzielonych najpierw pod wzgle-
dem wagowej procentowej zawartosci ZnO
NC w matrycy PMMA a nastgpnie na trzy
grupy w zaleznosci od wykorzystanego srodo-
wiska zanurzenia probek. Wykorzystano dwa
roztwory: kawy (CO) oraz czerwonego wina
(RW), ktore wykorzystywane przez pacjen-
tow moga potencjalnie zmieni¢ zabarwienie
ptyt protez. Grupg¢ kontrolng stanowily prob-
ki zanurzone w wodzie destylowanej (DW).
Podziat ze wzgledu na zawarto$¢ ZnO NC,
grupy oraz wykorzystane roztwory obrazuje
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Table 2. Division of samples by materials and colouring media

weigl;r‘l’/g clil)ggent of Material code Storage environment Group name
Distilled water 0%DW
0% PMMA Coffee 0%CO
Red wine 0%RW
Distilled water 2.5%DW
2.5% PMM‘;';ZO NFs Coffee 2.5%CO
Red wine 2.5%RW
Distilled water 5%DW
5% PMMAZRONREs Coffee 5%CO
Red wine 5%RW
Distilled water 7.5%DW
7.5% PMM‘;‘@O NPs Coffee 7,5%CO
Red wine 7.5%RW

environment. Twenty samples were divided first
in terms of weight percentage content of ZnO
NPs in the PMMA matrix, and subsequently
into three groups depending on the sample
immersion environment. Two solutions were
applied: of coffee (CO) and of red wine (RW),
which, when used by patients, could potentially
change the colour of the prothesis base. The
control group contained samples immersed in
distilled water (DW). The division by ZnO
NPs content, groups, and solutions used is
illustrated in Table 2. The samples were fully
immersed in the prepared solutions in separate
polystyrene moulds in order to prevent samples
from contacting each other, and stored without
light access at the temperature of 23°C + 1°C.
Colour measurements were performed before
the immersion and subsequently after 24, 48,
72, 96, 120, 144, 168 hours. Each series of
measurements was preceded with removing

tabela 2. Probki byly zanurzane w calo$ci w
przygotowanych roztworach w oddzielnych
polistyrenowych formach, aby zapobiec kon-
taktowaniu si¢ probek ze sobg 1 byly prze-
trzymywane bez dostgpu §wiatta w tempera-
turze 23°C £ 1°C. Pomiary koloréw zostaty
pobrane przed zatopieniem a nastepnie po 24,
48, 72, 96, 120, 144, 168 godzinach. Przed
kazda serig pomiaréw probki byly wyjmo-
wane z form, sptukiwane woda destylowana
nastepnie osuszane bezpylowymi recznika-
mi celulozowymi. Roztwory, w ktorych by-
ty zanurzane probki byly wymieniane co 24
godziny. Rozbieznosci w otrzymanych kolo-
rach przedstawiono w postaci parametru AE.
Jednostkowe warto$ci AR, AG oraz AB by-
ly obliczane dla kazdej probki, jako réznica
pomigdzy wartos$cig uzyskang przed zamo-
czeniem oraz po badanym czasie zanurzenia
probki w roztworze.
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the samples from the moulds, rinsing them with
distilled water, and drying them with dust-free
cellulose towels. The solutions in which the
samples were immersed were replaced every 24
hours. The discrepancies in the obtained colours
are presented in the form of the AE parameter.
The unit AR, AG and AB values were calculated
for each sample as the difference between the
value obtained before the immersion and after a
given time of sample immersion in the solution.

Results

Comparison of colour of modified and unmo-
dified PMMA

All tested samples, regardless of the group,
demonstrated the highest red colour constituent
in the form of the highest values of R parameter
and the lowest B parameter constituents, which
accounts for the blue colour. The highest mean
constituent recorded was R axis in the group
PMMA-ZnO NPs 7.5%, which reached the
level of 170.92. The lowest mean constituent
recorded was B axis in the group PMMA, which
was 95.2. The change of colour for PMMA
and individual nanocomposites increased in
line with the content of nanoparticles. The
change consisted in the gradual whitening
of the material in line with the increase in
the weight content of ZnO NPs, which is
visible in the decreased discrepancy between
the individual RGB constituents and in their
higher levels approaching the maximum value
of 255.255.255, yet with the still prevalent
red colour. The individual means of RGB
constituents for each group of samples are
presented in Table 3. The calculated AE
parameter indicates the greatest distance
(difference) between the group not containing
ZnO NPs (PMMA) and the group containing
the largest dopant of ZnO NPs (PMMA-ZnO
NPs 7.5%) by weight, which reached 67.69
in this research. The smallest discrepancy was
recorded between the group PMMA-ZnO NPs

Wyniki

Porownanie koloru modyfikowanego i niemo-
dyfikowanego PMMA

W przeprowadzonym badaniu wszystkie
badane prébki niezaleznie od grupy wykazy-
waly najwigksza sktadowa koloru czerwonego
W postaci najwyzszych warto$ci parametru R
oraz najmniejsze sktadowe parametru B — od-
powiadajacego za kolor niebieski. Najwyzsza
zanotowang $rednig sktadowa byta wspotrzed-
na R w grupie PMMA-ZnO NC7,5% osia-
gajac poziom 170,92. Najnizsza zanotowana
srednia sktadowa dotyczyta wspotrzednej B
w grupie PMMA 1 wyniosta 95,2. Zmiana ko-
loru dla PMMA 1 poszczegolnych nanokom-
pozytoéw wzrastala adekwatnie do zawarto-
$ci nanoczastek. Zmiana polegata na stopnio-
wym zbielaniu materialu wraz ze wzrostem
wagowej zawarto$ci ZnO NC, co jest wi-
doczne w zmniejszonej dyskrepancji pomig-
dzy poszczegolnymi sktadowymi RGB oraz
w ich wyzszych poziomach zblizajacych sig¢
do maksymalnej wartosci 255.255.255, jed-
nak wcigz z dominujagcym kolorem czerwo-
nym. Poszczegolne srednie sktadowych RGB
dla kazdej grupy probek przedstawia tabela 3.
Obliczony parametr AE wskazuje na najwigk-
sz odlegtos¢ (réznice) pomiedzy grupa nieza-
wierajacg ZnO NC (PMMA) a grupg zawiera-
jaca wagowo najwigksza domieszke ZnO NC
(PMMA-ZnO NC7,5%) w niniejszym badaniu
osiggajac 67,69. Najmniejszg rozbieznos¢ za-
notowano w odniesieniu do grupy PMMA-
ZnO NC5% 1 grupy PMMA-ZnO NC7,5%
1 wyniosta ona 17,4. Poréwnanie poszczegdl-
nych grup pod wzgledem parametru AE obra-
zuje tabela 4.

Analiza trwatosci koloru w zaleznosci od Sro-
dowiska zewnetrznego

Badanie wykazato zmiane¢ koloru probek
we wszystkich grupach oraz we wszystkich
uzytych roztworach. Najmniejsze warto$ci AE
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Table 3. Mean values of the RGB axes for the individual groups

Group R G B
PMMA 0% Mean (SD) 139.48 (3.38) 104.40 (2.77) 9520 (2.61)
PMM,;-;ZO NPs Mean (SD) 151.56 (1.08) 120.52 (0.92) 117.88 (0.93)
PMMAS'OZA)HO NPS 1 Mean (SD) 161.40 (4.11) 132.28 (4.95) 131.24 (5.63)
PMM‘;?;OO NPS T Mean (SD) 170.92 (1.85) 143.12 (3.32) 140.96 (3.49)

0 —min., 255 — max., SD — standard deviation.

Table 4. Comparison of colour of modified and unmodified PMMA (AE RGB)

2.50% 5% 7.50%

0% 30.33 50.56 67.69

2.50% - 20.34 37.66

5% - - 17.40
7.50% - - -

5% and the group PMMA-ZnO NPs 7.5%,
which was 17.4. The comparison of the
individual groups in terms of the AE parameter
is illustrated in Table 4.

Analysis of colour permanence depending on
the external environment

The research showed a change in the colour
of the samples in all groups and in all solutions
used. The lowest AE RGB values were recorded
for control groups (samples immersed in DW)
and they depended on the percentage content
of ZnO NPs. The smallest change in the colour
was achieved for PMMA-ZnO NPs 5% on
the second, fifth and sixth day of the test, and
reached the AE RGB value of 0.45. A trend of
colour change intensification over time during
the test was observed in all control groups,
with the highest values reached on the seventh
day of the test. In the test groups where coftee

RGB zauwazono dla grup kontrolnych (probki
zanurzone w DW) 1 byly one uzaleznione od
procentowej zawartosci ZnO NC. Najmniejsza
zmiana koloru zostata uzyskana dla PMMA-
ZnO NC5% w drugiej, piatej i szostej dobie
badania uzyskujac wartos¢ AE RGB 0,45. We
wszystkich grupach kontrolnych zauwazono
tendencje do powigkszania si¢ zmian kolory-
stycznych wraz z czasem przeprowadzanego
badania uzyskujac najwicksze wartosci w 7
dobie badania. W grupach badanych, w kto-
rych wykorzystano kawe oraz czerwone wi-
no zmiany kolorystyczne zachodzity rowniez
przez caty okres trwania badania z tendencja
wzrostowa. Roztwér czerwonego wina naj-
mocniej wptywal na wartos¢ AE RGB uzysku-
jac maksymalng warto$¢ dla grupy PMMA-
ZnO NC7,5% wynoszaca 62,66 w 7 dobie
badania. Roztwor kawy przebarwiat prob-
ki w zdecydowanie mniejszym stopniu niz
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Table 5. AE RGB values for the individual materials and solutions over time

24H 48H 72H 96H 120H | 144H | 168H Mean (SD)
DW 0.99 2.68 2.96 1.70 242 3.12 3.99 2.55(0.98)
CO | PMMA 3.74 2.17 1.84 4.67 1.54 2.68 5.69 3.19(1.56)
RW 4.73 10.09 | 13.42 | 16.69 | 21.17 | 27.19 | 34.45 | 18.25(10.21)
DW 1.09 2.27 2.01 0.89 1.41 1.08 1.94 1.53(0.54)
PMMA-
CO | ZnONPs | 233 4.00 3.06 4.34 4.84 4.49 5.80 4.12 (1.14)
2.5%
RW ’ 7.44 1042 | 13.74 | 18.93 | 22.77 | 2798 | 34.04 | 19.33(9.62)
DW 1.09 0.45 0.57 0.82 0.45 0.45 0.75 0.65 (0.25)
PMMA-
CO | ZnONPs | 4.34 3.23 3.86 6.17 4.67 5.88 9.09 5.32(1.96)
5%
RW ’ 4.93 21.78 | 25.60 | 24.57 | 3391 | 4546 | 49.84 | 29.44(15.23)
DW 0.82 1.46 2.79 5.22 4.70 6.41 5.80 3.89 (2.20)
PMMA-
CO | ZnO NPs 9.83 21.00 | 2596 | 30.77 | 30.12 | 30.89 | 33.60 | 26.02(8.24)
7.5%
RW ’ 26.22 | 31.40 | 35.16 | 40.90 | 47.79 | 55.01 | 62.66 | 42.73 (13.14)

and red wine were used, the colour changes
occurred also over the entire test period with
the upward trend. The red wine solution had
the greatest influence on the AE RGB value,
which was the highest for the group PMMA-
ZnO NPs 7.5%, 1.e. 62.66 on the seventh day
of the test. The coffee solution discoloured
samples to a definitely smaller degree than
red wine did, with the mean change for all
tested materials achieving 9.66. The individual
unit results together with the means for each
material and solution are presented in Table 5.
Figures 6-9 present the increase in the AE
RGB value for the individual materials over
time. Figure 10 shows mean AE RGB values
for the individual pigments and materials. As
regards distilled water, a significant change in
the colour was observed only for PMMA-ZnO
NPs 7.5% samples, while in the case of other
groups the colour changed only slightly. In
the CO solution, changes in the control group,
PMMA-ZnO NPs 2.5%, and PMMA-ZnO NPs

czerwone wino, osiggajac srednig zmiang dla
wszystkich badanych materiatow na pozio-
mie 9,66. Poszczegdlne jednostkowe wyniki
wraz ze $rednimi dla kazdego materiatu i roz-
tworu obrazuje tabela 5. Ryciny 6-9 obrazu-
ja przyrost warto$ci AE RGB dla poszczego6l-
nych materiatéw w czasie. Rycina 10 przed-
stawia $rednie wartosci AE RGB dla poszcze-
gblnych barwnikow i1 materialow. W wodzie
destylowanej znaczna zmiana koloru zostata
zaobserwowana tylko dla prébek PMMA-ZnO
NC7,5%, w pozostalych grupach zmiana ko-
loru byta niewielka. W roztworze CO zmiany
w grupie kontrolnej, PMMA-ZnO NC2,5%
1 PMMA-ZnO NC5% byty porownywalne i
oscylowaly w zakresie 3,19 - 4,12. W przy-
padku PMMA-ZnO NC7,5% wspotczynnik
AE RGB byt ponad 6-krotnie wyzszy. W me-
dium RW juz po 48h dla wszystkich grup roz-
nica koloru byta bardzo duza, zmiana byta na
podobnym poziomie dla PMMA i PMMA-
Zn0O NC2,5% 1 proporcjonalnie wzrastata dla
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Fig. 6. Change in the AE RGB parameter for PMMA
over time depending on the colouring medium used.
Ryc. 6. Zmiana parametru AE RGB dla PMMA w cza-
sie w zaleznosci od uzytego medium barwigcego.

Fig. 7. Change in the AE RGB parameter for PMMA-
ZnO NPs 2.5% over time depending on the colouring
medium used.

Ryc. 7. Zmiana parametru AE RGB dla PMMA-ZnO
NC2,5% w czasie w zaleznosSci od uzytego medium
barwigcego.
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Fig. 8. Change in the AE RGB parameter for PMMA-
Zn0 NPs 5% over time depending on the colouring
medium used.

Ryc. 8. Zmiana parametru AE RGB dla PMMA-ZnO
NC5% w czasie w zaleznosci od uzytego medium bar-
wigcego.

5% were comparable and ranged from 3.19 to
4.12. In the case of PMMA-ZnO NPs 7.5%, the
AE RGB coefficient was over 6 times higher.
In the RW medium, the difference in the colour
was substantial after only 48 h for all groups;
the change was similar for PMMA and PMMA -
ZnO NPs 2.5%, and increased proportionately
for PMMA-ZnO NPs 5% and PMMA-ZnO
NPs 7.5%. The final colours of the samples are
illustrated in Fig. 11.

Fig. 9. Change in the AE RGB parameter for PMMA-
ZnO NPs 7.5% over time depending on the colouring
medium used.

Ryc. 9. Zmiana parametru AE RGB dla PMMA-ZnO
NC7,5% w czasie w zaleznosSci od uzytego medium
barwigcego.

PMMA-ZnO NC5% i PMMA-ZnO NC7,5%.
Finalne zabarwienia prébek zostaty zobrazo-
wane na rycinie 11.

Dyskusja

Ze wzgledu na stale wzrastajace zaintereso-
wanie zastosowaniem nanoczastek w stomato-
logii, dostepnych jest coraz wigcej publikacji
dotyczacych modyfikacji PMMA dla uzyskania
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Fig. 10. Mean AE RGB values for the individual gro-
ups and materials.
Ryc. 10. Srednie wartosci AE RGB dla poszczegélnych
grup i materiatow.
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Discussion

Due to the continuously growing interest
in the application of nanoparticles in
dentistry, increasingly more publications on
PMMA modification for achieving better
microbiological and strength parameters are
presented. The properties of new biomaterials
modified with e.g. silver (Ag), titanium
dioxide (TiO,), platinum (Pt), and zinc oxide
(ZnO) nanoparticles are well known.*7:11-13
However, an addition of nanoparticles always
changes the colour of the material, which —
in the case of the dark brown colour of silver
nanoparticles — considerably impedes or even
prevents the application of such a modification
in the fabrication of dental prosthesic bases.
In their earlier publications, the authors of
this study presented the characteristics of the
microbiological, mechanical, and cytotoxic
properties of the PMMA — nano ZnO hybrid
in detail.*7 An insignificant whitening of the
material, which — in the subjective opinion of
the authors — was fully acceptable from the
aesthetic point of view, was observed even

DW (control) CO (coffee) RW (red wine)

PMMA

PMMA-

ZnO NPs

2.5%

PMMA-

ZnO NPs

5%

PMMA-

ZnO NPs

7.5%

Fig. 11. Photographs of the final colour of the sam-
ples after 168 h of incubation.

Ryc. 11. Zdjecia fotograficzne finalnego zabarwienia
probek po 168 h inkubacji.

lepszych parametrow mikrobiologicznych jak i
wytrzymatosciowych. Dobrze poznane sg wia-
sciwosci nowych biomateriatdéw modyfikowa-
nych nanoczgstkami m.in. srebra (Ag), dwu-
tlenku tytanu (TiO,), platyny (Pt) czy tlenku
cynku (ZnO).#7-11-13 Jednak dodatek nanoczg-
stek zawsze zmienia kolor tworzywa, co w
przypadku brunatnego zabarwienia nanoczg-
stek srebra znacznie utrudnia lub nawet unie-
mozliwia zastosowanie takiej modyfikacji w
wykonawstwie plyt protez stomatologicznych.
Autorzy pracy we wczesniejszych publikacjach
doktadnie scharakteryzowali wlasciwosci mi-
krobiologiczne, mechaniczne i cytotoksyczne
hybrydy PMMA — nano ZnO.*7 Juz wtedy
zaobserwowano niewielkie zbielenie materia-
hu, ktore w subiektywnej ocenie autorow byto
catkowicie akceptowalne z estetycznego punk-
tu widzenia. Po wykonaniu analizy koloru po-
twierdzono, iz wraz ze wzrostem zawartosci
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at that point. The colour analysis confirmed
that in line with the increase in the zinc oxide
content in the individual nanocomposites, the
individual RGB colour constituents increase
proportionally towards the white colour. For
a clinical use of a given material, a colour key
should be prepared to evaluate the aesthetic
effect depending on the gum pigmentation, and
to present the expected shade of the prosthesis
base to the patient.

It is considered that the acrylic material
used for making of dental prostheses is more
prone to discolouration than other materials
applied in prosthodontics, such as composites
and ceramics.!* Given proper hygiene and
compliance with dentists’ recommendations, it
is possible to retain the obtained aesthetic effect
for many years. Two types of colouring media,
1.e. coffee and red wine, were selected arbitrarily
in this study to examine the colour stability.
According to the literature, both of them belong
to materials having the greatest influence on
the PMMA colour.!> Considerably higher AE
values were observed for samples coloured
with red wine. In comparison to pure PMMA,
smaller concentrations of nanocomposites
behaved similarly or were discoloured to a
slightly greater extent. The 7.5% nanocomposite
behaved completely differently: it proved to be
much less stable in terms of colour compared
to other nanocomposites (Fig. 9).

The PMMA matrix is able to admit and
incorporate a certain quantity of ZnO
nanoparticles into its structural lattice in a
stable manner. This was illustrated in the tests
of ZnO NPs release to the environment,’ where
the 7.5% nanocomposite displayed release of
3.5 mg/ml after 7 days of incubation, while
the release from 2.5% and 5% nanocomposites
remained at a similar level, i.e. 2.2 mg/ml
and 2.1 mg/ml, respectively. The release
increase by 62% shows that a large quantity
of nanoparticles are instable in the polymer
matrix and passes to the external environment.

tlenku cynku w poszczegdlnych nanokompozy-
tach poszczegdlne sktadowe koloru RGB wzra-
staja proporcjonalnie w kierunku barwy biate;.
W przypadku klinicznego wykorzystania da-
nego materialu powinien zosta¢ przygotowa-
ny klucz kolorystyczny do oceny efektu este-
tycznego w zalezno$ci od pigmentacji dzigsta,
a takze do zaprezentowania pacjentowi oczeki-
wanego odcienia ptyty protezy.

Tworzywo akrylowe stosowane w wykonaw-
stwie protez stomatologicznych uznawane jest
jako materiat ulegajacy wigkszym przebarwie-
niom niz inne materiaty stosowane w protetyce
stomatologicznej, jak kompozyty czy cerami-
ka.!# Przy prawidlowej higienie i przestrzeganiu
zalecen lekarskich udaje si¢ utrzymac uzyskany
efekt estetyczny przez dtugie lata. W pracy arbi-
tralnie wybrano do oceny stabilnos$ci koloru dwa
rodzaje medium barwigcego w postaci kawy
1 czerwonego wina. Oba uznawane w pi§mien-
nictwie jako jedne z najbardziej oddziatujacych
na zmiane koloru PMMA.!> Zaobserwowano
znacznie wyzsze wartosci AE dla probek bar-
wionych czerwonym winem. W poréwnaniu do
czystego PMMA mniejsze st¢zenia nanokom-
pozytéw zachowywaly si¢ podobnie lub ulega-
ty niewiele wigkszemu przebarwieniu. Zupetie
inaczej zachowywat si¢ 7,5% nanokompozyt,
ktéry okazat si¢ znacznie mniej stabilny kolo-
rystycznie w poréwnaniu do pozostatych nano-
kompozytdéw (ryc. 9).

Matryca PMMA jest w stanie przyjac i sta-
bilnie wbudowa¢ do swojej sieci strukturalne;j
pewng ilo$¢ nanoczastek ZnO. Zostalo to zo-
brazowane w badaniach uwalniania ZnO NC
do $rodowiska,’ gdzie 7,5% nanokompozyt po
7 dniach inkubacji przejawiat uwalnianie na
poziomie 3,5 mg/ml, gdy uwalnianie z nano-
kompozytow 2,5% 1 5% byto na podobnym
poziomie i wynosito odpowiednio 2,2 mg/ml
12,1 mg/ml. Wzrost uwalniania o 62% poka-
zuje, iz duza ilo$¢ nanoczastek jest niestabilna
w matrycy polimerowej i przechodzi do §rodo-
wiska zewnetrznego. Powstajace w polimerze
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Hence, the spaces forming in the polymer might
incorporate pigments from the environment
and thereby be responsible for a considerable
change in the colour.

Another possible nanocomposite
discolouration mechanism could be material’s
absorbability. Along with water absorption,
microorganisms and pigments coming from
the environment infiltrate the polymer.!6 In the
earlier research by the authors.° it was proved
that the nanocomposite absorbability level
was up to 2%, which corresponds to the ISO
requirements (20795-1,2013 Dentistry—Base
polymers—Part 1, Denture base polymers)
for dental prostheses. The insignificant
fluctuations of absorbability for the individual
nanocomposites do not explain the increased
change in colour for the 7.5% nanocomposite.
The proneness to discolouration might result
also from the nature of zinc oxide itself, as its
particles incorporated into the matrix might
change colour. This phenomenon is observed
frequently in clinical conditions, where ZnO-
based dressings left for a longer time discolour
into dark brown when in contact with the oral
cavity environment.

The conducted tests should be treated as
an introduction to further research activities,
where the subjective colour evaluation can be
replaced with a quantitative analysis in NBS
units (Tab. 6) in accordance with the formula
proposed by the National Bureau of Standards:
NBS =AE x 0.92.

In order to apply the aforementioned
indicator, the CIE L*a*b* colour palette
should be used. The CIE L*a*b* standard
is the standardised colour space proposed by
International Commission on Illumination
(CIE — Commission internationale de
I’éclairage). It is also worth checking the
colour stability relative to other media, such
as black tea, cleaning tablets, chlorhexidine,
and cola, and extend the incubation time to
a few months.

przestrzenie moga zatem wbudowywac pig-
menty z otoczenia i tym samym by¢ odpowie-
dzialne za znaczng zmian¢ koloru.

Kolejnym mozliwym mechanizmem prze-
barwiania nanokompozytow moze by¢ nasig-
kliwos$¢ tworzywa. Wraz z absorpcja wody do
wnetrza polimeru wnikaja mikroorganizmy, ale
takze barwniki pochodzgce z otoczenia.!® We
wezedniejszych badaniach autorow® udowod-
niono, iz nasigkliwo$¢ nanokompozytow jest
na poziomie do 2%, co odpowiada wymaga-
niom stawianym przez normy ISO (20795-
1,2013 Dentistry—Base polymers—Part 1,
Denture base polymers) dla protez zegbowych.
Niewielkie wahania nasigkliwos$ci dla poszcze-
g6Inych nanokompozytdéw nie thumacza zwigk-
szonej zmiany zabarwienia dla 7,5% nanokom-
pozytu. Tendencja do przebarwiania moze wy-
nika¢ takze z samej natury tlenku cynku, kto-
rego czastki wbudowane do matrycy moga
zmienia¢ kolor. Zjawisko to jest czgsto obser-
wowane w warunkach klinicznych, gdzie dtu-
zej pozostawione opatrunki na bazie ZnO ule-
gaja brunatnemu przebarwieniu przy kontakcie
ze srodowiskiem jamy ustne;.

Przeprowadzone badania nalezy traktowac
jako wstep do dalszej aktywnos$ci badawcze;j,
gdzie subiektywnie dokonana ocena koloru mo-
ze zosta¢ zastgpiona analizg ilosciowa w jed-
nostkach NBS zgodnie ze wzorem zapropo-
nowanym przez Narodowe Biuro Standardow
(ang. National Bureau of Standards): NBS =
AE x 0,92.

Aby zastosowa¢ powyzszy wskaznik nale-
zy uzy¢ palety kolorystycznej CIE L*a*b*.
Standard CIE L*a*b* jest znormalizowa-
ng przestrzenig barw zaproponowang przez
Miedzynarodowa Komisje O$wietleniowa
(CIE — Commission internationale de I’écla-
irage). Warto takze sprawdzi¢ stabilno$¢ ko-
loru w stosunku do innych mediéw jak czarna
herbata, tabletki czyszczace, chlorheksydyna
czy cola oraz przedtuzy¢ czas inkubacji do kil-
ku miesigcy.
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Conclusions

1. The modification of PMMA with ZnO
nanoparticles is acceptable in aesthe-
tic terms. However, the slight whitening
of the material (particularly for the 2.5%
and 5% nanocomposite) must be discussed
with the patient before its potential clinical
application.

2. Due to the lower colour stability of the ma-
terial, the use of the 7.5% nanocomposite
needs to be confronted with the possible
benefits arising from its positive microbio-
logical action.

Whioski

1. Modyfikacja PMMA nanoczastkami ZnO
jest akceptowalna pod wzgledem este-
tycznym. Niewielkie zbielenie materialu
(szczegolnie dla 2,5% 1 5% nanokompo-
zytu) musi by¢ jednak przedyskutowane
z pacjentem przed potencjalnym zastoso-
waniem klinicznym.

2. Ze wzgledu na mniejsza stabilnos$¢ kolo-

rystyczng materiatu, zastosowanie 7,5%
nanokompozytu musi by¢ skonfrontowa-
ne z ewentualnymi zyskami wynikajacymi
z pozytywnego dziatania mikrobiologicz-
nego.
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