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biofunkcjonalizacja za pomoca utleniania mikrolukowego (MAO), a nastepnie okreslenie wptywu
parametréw procesowych na wtasciwosci otrzymanych materiatéw pod kgtem ich zastosowania na
implanty. Oceniono wptyw napiecia, natezenia i czasu procesu MAO przeprowadzanego
w elektrolicie zawierajgcym wapn i fosfor na charakterystyke warstw. Nastepnie zbadano wptyw
bioaktywnych dodatkéw srebra i galu na charakterystyke otrzymanych warstw, oraz poréwnano
wiasciwoéci uzyskanych warstw MAO w zalezno$ci od metody wytwarzania materiatu
referencyjnego. Metodyka badan obejmowata charakteryzacje topografii powierzchni (SEM, AFM),
sktadu chemicznego (EDS) i fazowego (XRD), pomiary kata zwilzania (tensjometr optyczny),
badania mechaniczne (nanoindentacja i test zarysowania), ocene wstepnej bioaktywnosci (test
immersji), badania uwalniania jonéw (MP-AES), test zywotnosci komérek (MTT) oraz ocene
cytotoksycznosci (zliczanie kolonii bakterii). Badania wykazaty, ze warstwy MAO, zawierajgce wapn
i fosfor z dodatkiem srebra lub galu, wytworzone przy odpowiedniej kombinacji parametréw procesu
zwiekszajg biozgodnos¢ oraz aktywnosé biologiczng implantu tytanowego, a charakterystyka
materiatdw wytworzonych SLM, w tym ich mikrostruktura, istotnie wptywa na wiasciwosci warstw
MAO.
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Streszczenie rozprawy w jezyku angielskim: The study aimed to manufacture a Ti-13Nb-13Zr
alloy using selective laser melting (SLM) technology, followed by biofunctionalization through micro-
arc oxidation (MAO). The effects of MAO process parameters (applied voltage, current, time) on
implant material properties were investigated. The influence of bioactive silver and gallium additives
on MAO layer characteristics was assessed, along with a comparison between different methods
of producing reference materials. The research methodology included characterization of the
surface topography (SEM, AFM), chemical composition (EDS) and phase composition (XRD),
contact angle measurements (optical tensiometer), mechanical tests (hanoindentation and scratch
test), evaluation of initial bioactivity (immersion test), active ion release (MP-AES), cell viability
(MTT), and cytotoxicity tests (counting bacterial colonies) was performed. Results showed that
properly controlled MAO processes with calcium, phosphorus, silver, or gallium enhanced
the biocompatibility and biological activity of titanium implants. The microstructure of SLM-
manufactured materials significantly affected MAO layer properties.
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STRESZCZENIE

Celem pracy bylo addytywne wytworzenie stopu  Ti-13Nb-13Zr
z wykorzystaniem technologii selektywnego topienia laserowego (SLM) oraz jego
biofunkcjonalizacja za pomocg utleniania mikrotukowego (MAO), a nastepnie okreslenie
wplywu parametréw procesowych na wlasciwosci otrzymanych materiatoéw pod katem

ich zastosowania na implanty.

Praca zostata podzielona na trzy gtdéwne etapy. Pierwszy etap polegal na ocenie
wplywu parametrow procesu MAO nha charakterystyke warstw wytworzonych na stopie
Ti-13Zr-13Nb otrzymanym metoda SLM. Zmiennymi parametrami byly napigcie,
natezenie pradu iczas utleniania. Metodyka badan obejmowata charakteryzacje
topografii powierzchni (SEM, AFM), sktadu chemicznego (EDS) i fazowego (XRD),
pomiary kata zwilzania (tensjometr optyczny), badania mechaniczne (nanoindentacja
| test zarysowania) oraz oceng¢ wstgpnej bioaktywnosci (test immersji). Kolejny etap
obejmowal ocen¢ wplywu bioaktywnych dodatkéw srebra igalu na charakterystyke
otrzymanych warstw. Powtérzono badania topografii, wlasciwosci fizycznych,
chemicznych i mechanicznych, a dodatkowo przeprowadzono badania uwalniania jonow
aktywnych (MP-AES), test zywotnosci komorek (MTT) oraz badania cytotoksycznosci
(zliczanie kolonii bakterii). Ostatni etap badan obejmowal porownanie wlasciwosci
uzyskanych warstw MAO w zaleznosci 0d metody wytwarzania materiatu
referencyjnego. W tym celu badania przeprowadzono na probkach otrzymanych metoda
SLM i probkach pozyskanych od komercyjnego dostawcy w postaci preta walcowanego
na goraco. Porownano mikrostrukture, morfologie, sktad chemiczny i fazowy materiatow
referencyjnych oraz wytworzonych nanich warstw, zmierzono wlasciwosci
mechaniczne, porOwnano stopien uwalniania jonéow aktywnych i oceniono zwilzalnos¢

powierzchni.

Badania wykazaty, ze warstwy MAO, zawierajace wapn i fosfor z dodatkiem
srebra lub galu, wytworzone przy odpowiedniej kombinacji parametrow procesu
zwiekszaja biozgodno$§¢ oraz aktywnos$¢ biologiczng implantu tytanowego,
a charakterystyka materialow wytworzonych SLM, w tym ich mikrostruktura, istotnie

wplywa na proces wzrostu i wlasciwosci warstw MAO.
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ABSTRACT

The aim of the work was the additive manufacturing of Ti-13Nb-13Zr alloy using
the selective laser melting (SLM) technology, followed by its biofunctionalization with
micro-arc oxidation (MAO), and then determining the effect of process parameters on the

properties of the obtained materials in terms of their use for implants.

The work was divided into three main stages. The first stage consisted in assessing
the influence of the MAO process parameters on the characteristics of the layers created
on the Ti-13Zr-13Nb alloy produced by the SLM method. The variable parameters were
voltage, current, and oxidation time. The research methodology included characterization
of the surface topography (SEM, AFM), chemical composition (EDS) and phase
composition (XRD), contact angle measurements (optical tensiometer), mechanical tests
(nanoindentation and scratch test), and evaluation of initial bioactivity (immersion test).
The next step involved the assessment of the effect of bioactive silver and gallium
additives on the characteristics of the obtained layers. The tests of topography, physical,
chemical, and mechanical properties were repeated, and in addition, active ion release
(MP-AES), cell viability (MTT), and cytotoxicity tests (counting bacterial colonies) were
performed. The last stage of the research included a comparison of the properties of the
obtained MAO layers depending on the method of producing the reference material. For
this purpose, the tests were carried out on samples obtained by the SLM method and
samples obtained from a commercial supplier in the form of ahot-rolled bar. The
microstructure, morphology, chemical, and physical composition of reference materials
and the layers produced on them were compared, mechanical properties were measured,

the degree of active ion release was determined and surface wettability was assessed.

Studies have shown that MAO layers containing calcium and phosphorus with the
addition of silver or gallium, produced with the appropriate combination of process
parameters, increase the biocompatibility and biological activity of the titanium implant,
and the characteristics of the materials manufactured by SLM, including their
microstructure, significantly affect the growth process and properties of the layers MAO.
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WYKAZ WAZNIEJSZYCH SKROTOW I OZNACZEN

o - faza o

o' — faza martenzytyczna o';

o” - faza martenzytyczna o”’;

AFM- mikroskopia sit atomowych (ang. Atomic Force Microscope);

AM- technologia addytywna (ang. Additive Manufacturing);

[- faza B;

bcc- struktura regularna przestrzennie centrowana (ang. Body Centered Cubic)
BJ - natryskiwanie spoiwa (ang. Binder Jetting);

CA- kat zwilzania (ang. Contact Angle);

CA- octan wapnia (ang. Calcium Acetate);

CoCr- stop kobaltu z chromem (ang. Cobalt-Chromium Alloy);

CFU- jednostka tworzaca koloni¢ (ang. Colony Forming Unit);

CaP- fosforan wapniowy (ang. Calcium Phopshate);

DED- osadzanie ukierunkowang wigzka energii (ang. Directed Energy Deposition);
DIW- technologia drukowania atramentowego (ang. Direct Inc Writing);

E- modut Younga [GPa];

EBM - topienie wigzka elektronéw (ang. Electron Beam Melting);

E.c. — fac. Escherichia Coli;

EDS- spektroskopia dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego (ang. Energy
dispersive X-ray spectroscopy);

ELI- stop Ti-6Al-4V z ograniczong ilo$cig domieszek (ang. Extremely Low Impurities);
EPD- osadzanie elektroforetyczne (ang. Electrophoretic Deposition);

EPS- pozakomorkowe substancje polimerowe (ang. Extracellular Polymeric
Substances);

Fn- sita mierzona w kierunku prostopadtym do powierzchni (normalnym) [N];

F- sita traca [N];
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Fc- krytyczna sita traca [N];

GP- glicerofosforan wapnia (ang. Calcium Glycerophosphate);

H- twardos¢ [GPa];

HAp- hydroksyapatyt (ang. Hydroxyapatite);

hcp — struktura krystaliczna heksagonalna zwarta (ang. Hexagonal Close Packed)
HIP- prasowanie izostatyczne na goragco (ang. Hot Isostatic Pressing);

HV- twardos$¢ Vickersa (ang. Vickers Hardness);

Lc — sita krytyczna [N];

Lc:- sita krytyczna powodujaca deformacje kohezyjng [N];

Lc.- sita krytyczna powodujaca deformacje adhezyjna [N];

Lcs- sita krytyczna powodujaca catkowitg delaminacje [N];

LENS- laserowe ksztattowanie siatki (ang. Laser Engineered Net Shaping);
LPBF- laserowe spajanie w ztozu proszku (ang. Laser Powder Bed Fusion);
MAO- utlenianie mikrotukowe (ang. Micro-Arc Oxidation);

MS- spiekanie mikrofalowe (ang. Microwave Sintering);

PBS- zbuforowany roztwoér soli fizjologicznej (ang. Phosphate-buffered Saline)
PEO- plazmowe utlenianie elektrolityczne (ang. Plasma Electrochemical Oxidation);
Ppb- liczba czesci na bilion (ang. Parts per bilion);

Ppm- liczba czesci na milion (ang. Parts per milion);

PM- metalurgia proszkow (ang. Powder metallurgy);

PVD- fizyczne osadzanie z fazy gazowej (ang. Plasma Vapor Deposition);

Ra- parametr chropowatosci liniowej [pum];

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxygen Scavengers);

Sa- parametr chropowato$ci powierzchni [pm];

S.a. —tac. Staphylococcus aureus;

SBF- sztuczny ptyn ustrojowy (ang. Simulated Body Fluid);

SEM- skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. Scanning Electrone Microscope);
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SLM- selektywne topienie laserowe (ang. Selective Laser Melting);
SPS- spiekanie plazmowo-iskrowe (ang. Spark Plasma Sintering);
TBS- bulion tryptozowo-sojowy (ang. Tryptic Soy Bulion);

Ti a- tytan o strukturze krystalicznej a;

Ti B- tytan o strukturze krystalicznej B;

UV- promieniowanie ultrafioletowe (ang. Ultraviolet);

XRD- dyfrakcja promieniowania rentgenowskiego (ang. X-ray Diffraction);
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WSTEP

Postgp cywilizacyjny, zmiana trybu zycia Irozkladu populacji W strone
geriatrycznej to tylko niektére czynniki, ktére Ww ostatnim czasie doprowadzity
do rozwoju przewlektych schorzen uktadu mig$niowo-szkieletowego, takich jak np.
choroba zwyrodnieniowa stawow. W sytuacji, gdy leczenie dorazne (fizjoterapia,
analgezja) staje si¢ niewystarczajace, interwencja chirurgiczna w postaci artroplastyki
(wymiany stawu) stanowi efektywne rozwigzanie stosowane W celu zlagodzenia bdlu

| przywrdcenia funkcjonalnosci stawu, poprawiajac tym samym jako$¢ zycia pacjenta.

Operacja implantacji, cho¢ mocno inwazyjna, stala si¢ pewnego rodzaju
standardem medycznym, o0 duzej skutecznosci.  Jednak wspodtczesny problem
z implantacjg zwiazany jest przede wszystkim z operacjami rewizyjnymi, ktorych
konieczno$¢ pojawia si¢ W momencie odrzucenia implantu zarowno we wczesnej, jak

| poznej fazie uzytkowania.

Przyczyny odrzucenia implantu w pierwszym okresie zwigzane sa przede
wszystkim  z zakazeniami bakteryjnymi wynikajacymi z wprowadzenia bakterii
do organizmu w trakcie trwania operacji, jak rowniez wynikaja z niedostatecznej
integracji implantu z ko$ciag wynikajaca z powolnego procesu osteointegracji prowadzaca

do destabilizacji oraz odrzucenia implantu.

Z drugiej strony, poprawa Sredniej dtugosci zycia stworzyta obecnie koniecznos¢
zapewnienia znacznie dtuzszej trwatosci artroplastyki, a niedawna publikacja sugeruje,
ze tylko 58% pacjentow moze oczekiwaé, ze zywotnos¢ implantu stawu biodrowego
bedzie wynosita 25 lat [1] . Wymiana implantu wigze si¢ Z duzym ryzykiem dla pacjenta
I jest kluczowym wyzwaniem wspolczesnej implantologii. Jesli mamy rozwazy¢ jeszcze
nizszy poziom odniesienia dla wskaznika rewizji, wymagana jest innowacja W zakresie

biomateriatow.

Badania prowadzone wokot poprawy zZywotnosci implantéw opieraja si¢ gldwnie
na projektowaniu materialtow metalicznych w celu zminimalizowania infekcyjnych
I nieinfekcyjnych przyczyn odrzucania implantow. Poprawe skutecznosci implantacyjnej
mozna uzyska¢ na drodze doboru materiatu, metody jego wytworzenia, az W koncu

inzynierii jego powierzchni. Materialy przeznaczone naimplanty musza by¢ przede
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wszystkim biokompatybilne, czyli nie wywotywaé reakcji alergicznych i by¢
dostosowane do funkcji, ktére majg pelni¢ w organizmie. W przypadku omawianych
W niniejszej pracy implantow stawu biodrowego czy kolanowego, czyli ukladow
podlegajacych cigglym obcigzeniom, implanty musza dodatkowo zapewniaé
wytrzymato$¢ mechaniczng przy jednoczesnym minimalizowaniu efektu ekranowania
napr¢zen, wynikajagcego  z niedopasowania modutu  sprezystosci | twardosci

wprowadzanych materiatow w stosunku do wartosci wystepujacych w kosciach.

Biorac pod uwagge powyzsze, stopy tytanu typu B zawierajace pierwiastki takie jak
V, Nb, Mo, Ta, np. Ti-13Zr-13Nb, stanowig interesujagca grup¢ materialow
przeznaczonych na implanty ortopedyczne, gdyz oprocz wysokiej biokompatybilnosci,
ich stosunek gestosci do cigzaru wiasciwego jest korzystniejszy W poréwnaniu

do wczesniej stosowanych stali lub implantoéw wytwarzanych ze stopoéw tytanu typu a.

Jednak bioobojetnos¢ materiatéw metalicznych, czyli brak mozliwosci
aktywnego uczestniczenia w walce z infekcjami, a takze brak mozliwosci pobudzania
komorek kostnych do aktywnego nabudowywania tkanki kostnej wokét implantu,
wymusza wprowadzanie modyfikacji powierzchni, w tym m.in. projektowanie topografii
I chemii powierzchni, czy wprowadzanie szeroko pojetej biofunkcjonalizacji, poprzez

dodawanie czynnikéw aktywnych promujacych funkcje danego implantu.

Powierzchnie mozna modyfikowa¢ nadrodze mechanicznej, fizycznej czy
chemicznej. Do jednej z perspektywicznych metod modyfikacji materiatow metalicznych
nalezy utlenianie mikrotukowe (MAO/PEO), ktore zalicza si¢ do elektrochemicznych
metod ingerencji w powierzchni¢ ipolega naplazmowym utlenianiu powstajagcym
na skutek intensywnych reakcji pradowych przeprowadzanych w elektrolicie
zawierajagcym jony, O ktére planuje sie wzbogaci¢ dana powierzchnie. Warstwy
sktadajace si¢ z wapnia i fosforu preferencyjnie wptywaja na proces budowania kosci
wokot implantu, natomiast wybrane dodatki metaliczne takie jak np. srebro lub gal, moga

poprawi¢ bioaktywnos$¢ tworzonych warstw.

Dodatkowo, postep technologiczny ukierunkowuje wspotczesng implantologie
W strong wytwarzania spersonalizowanych rozwigzan, ktore polegaja na projektowaniu
implantow na podstawie skanow ciala czlowieka, anastgpnie odwzorowaniu

zastepowanej tkanki W postaci wydruku. Takie podejscie pomaga nada¢ implantom
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oczekiwane cechy produktu juz nawstgpnym etapie produkcji, dostosowac
do indywidualnych potrzeb pacjenta izminimalizowa¢ wady implantdow powstate
nadrodze konwencjonalnych procesow produkcyjnych. Addytywne techniki
wytwarzania, w tym m.in. selektywne topienie laserowe (SLM), pozwalajg na produkcje
elementow 3D 0 skomplikowanych ksztaltach, zapewniajac wysoka precyzje 1 jako$é
wykonczenia. Drukowane implanty stanowig nadziej¢ dla rozwoju implantologii, ale
I niosg za sobg wiele wyzwan. Charakterystyka, W tym m.in. mikrostruktura powstatych

elementow, jest Scisle zalezna od dobranej metody wytwarzania.

Chociaz problematyka minimalizowania efektu odrzucenia implantéw poprzez
modyfikacje powierzchni i nadawania wtasciwosci bioaktywnych jest szeroko badana,
wigkszo$§¢ badan koncentruje si¢ wokot materiatow uzyskanych nadrodze
konwencjonalnych metod wytwarzania. Biofunkcjonalizacja powierzchni dotychczas
znanymi i stosowanymi metodami moze okaza¢ si¢ nie do odwzorowania i wymagaé
tworzenia nowych strategii, w tym dostrojenia parametrow przetwarzania dopasowanych

do otrzymanych struktur.

W niniejszej pracy postawiono teze¢, ze modyfikacja powierzchniowa stopu tytanu
za pomocg utleniania mikrotukowego 0 odpowiedniej kombinacji parametrow procesu
| wytworzenie warstw zawierajacych wapn i fosfor z dodatkiem srebra lub galu, zwicksza
biozgodno$¢ oraz aktywno$¢ biologiczng implantu tytanowego, nie wplywajac
niekorzystnie na wtasciwosci mechaniczne i adhezj¢ warstw. Jak rowniez postawiono
teze, ze nierdwnowagowa mikrostruktura materiatow wytworzonych metoda SLM
istotnie wplywa na proces wzrostu i wlasciwosci warstw MAO wymagajac opracowania
dedykowanej strategii parametréw procesu modyfikacji w stosunku do materiatow

wytwarzanych w konwencjonalny sposob.

Celem pracy bylo addytywne wytworzenie stopu tytanu przeznaczonego
na implanty, z wykorzystaniem technologii selektywnego topienia laserowego (SLM),
a nastgpnie jego biofunkcjonalizacja za pomocg utleniania mikrolukowego (MAO),
w celu oceny wplywu zastosowanych parametréw na potencjat implantacyjny. Cele
szczegotowe obejmowaty oceng wptywu parametréw procesu MAO na charakterystyke
otrzymanych warstw, ocen¢ wpltywu czynnikéw bioaktywnych na odpowiedz
komorkowsg i wlasciwos$ci antybakteryjne otrzymanych warstw, a takze oceng wptywu

metody wytwarzania materiatu bazowego na zastosowang modyfikacje.
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Celem uzytkowym pracy byla poprawa skutecznosci implantacyjnej
biomateriatéw wytwarzanych metoda druku 3D poprzez minimalizacj¢ przyczyn
odrzucania implantow nadrodze zmniejszenia prawdopodobienstwa wystgpienia
wczesnych odczynow zapalnych, poprawy odpowiedzi komorkowej i przyczepnosci

warstwy do podtoza.

Praca badawcza podzielona zostata na3 gtowne etapy. W pierwszym etapie
na probkach wytworzonych metoda SLM przeprowadzano utlenianie mikrotukowe przy
zmiennych parametrach procesu: napigcia, nat¢zenia i czasu W elektrolicie zawierajgcym
jony wapnia ifosforu. Napodstawie badan okreslono wpltyw poszczegélnych
paramentéw na topografie powierzchni, sktad fizyczny ichemiczny, kat zwilzania,
bioaktywnos¢, a takze whasciwo$ci nanomechaniczne wytworzonych warstw. Drugi etap
badan polegatl na biofuncjonalizacji powierzchni poprzez wiaczenie do warstw jonow
srebra lub galu w jednakowych stezeniach 1 poréwnania ich wptywu na wilasciwosci.
Oprécz charakterystyki topograficznej, chemicznej, fizycznej inanomechanicznej,
zbadano rowniez wplyw dodatkow bioaktywnych na odpowiedz komorkowa
i efektywno$¢ antybakteryjng. Ostatni etap badan obejmowat oceng wplywu metody
wytwarzania materiatu referencyjnego na charakterystyke powstatych warstw. W tym
celu wytworzone warstwy MAO porownano na materiatach dostarczonych komercyjnie

i otrzymanych metodg SLM.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze dobor odpowiednich parametréw procesu MAO,
W tym napigcia, natgzenia, czasu oraz skladu elektrolitu pozwolity z powodzeniem
wytworzy¢ warstwy MAO, ktore istotnie poprawity wlasciwosci stopu Ti-13Zr-13Nb
w odniesieniu do zastosowania implantacyjnego, a charakterystyka warstw MAOQ istotnie

zalezata od metody wytwarzania materiatu bazowego.

Potaczenie addytywnego wytwarzania implantow i odpowiedniej modyfikacji
powierzchni moze stanowi¢ perspektywiczng strategi¢ poprawiajacg potencjal
implantacyjny, ale dalsze badania pozwalajace zrozumie¢ wplyw bioaktywnych
dodatkow i zaleznosci wplywu metody wytwarzania materiatu na charakterystyke

powstatych warstw sg niezbedne.
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1. Tytan i jego stopy wykorzystywane w implantologii

Podczas opracowywania implantoéw ortopedycznych W ciggu ostatniego stulecia
szeroko badano trzy rodzaje metali: stal nierdzewna, stop kobaltu z chromem (CoCr)
itytan (Ti) [1]. zuwagi naniedostosowane wlasciwosci mechaniczne, problemy
korozyjne oraz odczyny alergiczne, stal nierdzewna istop CoCr skutecznie zostaty
wyparte przez tytan ijego stopy jako materiaty bardziej przystosowane do zastosowan
w implantologii [2]. Tytan ijego stopy okazaly si¢ doskonalymi kandydatami
do zastosowania jako biomateriaty ortopedyczne. Swoja popularno$¢ zawdzigczajg m.in.
wysokiej biozgodnosci, dobremu stosunkowi wytrzymatosci do gestosci (wysokiej
wytrzymato$ci wilasciwej) i wysokiej odpornosci na korozje (dzigki samorzutnemu
tworzeniu ochronnej warstwy tlenkowej) [3]. Najczgstszym zastosowaniem klinicznym
tytanu i jego stopow sg protezy stawu biodrowego, gdzie tytan uzywany jest jako trzpien
kosci udowej, lub protezy stawy kolanowego, W ktorych tytan zastgpuje autogenny
komponent stawu piszczelowego [1]. Czysty tytan moze posiada¢ dwie odmiany
alotropowe. W nizszych temperaturach tytan wystepuje W fazie a, ktéra ma strukturg
krystaliczng heksagonalng zwarta (hcp), jednak w temperaturze 882 °C ulega ona

przemianie w faze B o strukturze regularnej przestrzennie centrowanej (bcc) [1].

Schemat przemiany fazowej a — 3 przedstawiono na rysunku 1.

hep a a;=2.95 A

@ ®) T
A c,=4.68 A N
Temperatura =8 ; s 0
¥ Yo
b s o stabilizatory 9 . g
< f. A o @
e - Al,O,N, C o? «2
]
gsoc | oo Nela | '\;‘\\ g
B transus  __ eutralne . > ?
i ¥ 5o o0,
B0 Sn, Zr ‘\ ,‘. /
=% bt Lot
1 < et [ A— stabilizato
== i - Sl o/./.
—

V, MO,_Nb, Ta,_Re, Fe, ‘,”:3'32 A
Mn, Cr, Si, Co, Ni, Cu, H

Rysunek 1 Schemat przemiany fazowej a — S stopow stopow na osnowie Ti, na bazie pierwiastkow stopowych (a)
i odpowiadajgcych im struktur krystalograficznych hcp-a ibcc-f (b) (Parametry sieci odpowiadajqg wartosciom
czystego tytanu w temperaturze pokojowej i 900°C), na podstawie [2]
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Modyfikujac sktad pierwiastkowy stopow tytanu mozna zmieni¢ temperature
przemiany fazowej. Pierwiastki stabilizujace faze a (Al, N, O) podwyzszaja temperaturg
przemiany fazowej, natomiast stabilizatory fazy g (V, Nb, Cr,  Fe)  obnizajg  t¢
temperature. Neutralne stabilizatory (Sn, Zr) maja znikomy wplyw na temperature,

w ktorej zachodzi przemiana alotropowa [4].

Na podstawie zastosowanych stabilizatorow, stopy tytanu mozna podzieli¢
na 4 podstawowe grupy: stopy a, stopy a+f, metastabilne stopy B oraz stopy B (Rys.2)

[2], [5].

o Metastabilne
St + St
opy o-+f stopy B opy
882
B
3
)
2
o
oy
(=9
g
(0]
j
B stabilizatory [%]

Rysunek 2 Klasyfikacja stopow tytanu, na podstawie [5]
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W Tabeli 1 przedstawiono klasyfikacj¢ stopoéw tytanu uwzgledniajaca przemiany fazowe.

Tabela 1 Klasyfikacja stopow tytanu uwzgledniajqca przemiany fazowe

Fazy a o+p Metastabilne B Faza p
Pierwiastki 4-6% mas. 10-15% mas. Pierwiastki
stabilizujace: stabilizatorow stabilizatorow stabilizujace:

Pierwiastki AlLO,N,C,B fazy B Mo, V, Nb, Ta,
stabilizujace + Fe, Cr, Ni, Cu,
Neutralne: Zr, Sn W, Co
~30 % mas.
stabilizatorow
fazy B
-nie nadaje si¢ -mozliwos$¢ obrobki  -mozliwo$¢ obrobki cieplnej,
do obrobki cieplnej  cieplnej, -wyzsza hartownos¢,
(ze wzgledu -wysoka -wysoka biokompatybilnosc,
na stabilng struktur¢  wytrzymatosc -nizszy modut sprezystosci
hep), w temperaturze
-dobra spawalnos¢,  pokojowej
-dobra odpornos¢ (umiarkowana
na petzanie, w wysokiej),
Charakterystyka -doskonata -wyZsza granica
odporno$¢ plastycznosci niz a-
na korozje, Ti,
-wytrzymato$¢é -bardzo dobra
mechaniczna jest odporno$é¢
zwykle ograniczona  na korozje,
i -samopopasywacja
stosunkowo niska poprawiajaca
w temperaturze osteointegracje,
pokojowej -niedopasowanie
modutu sprezystosci
do kosci
cP-Ti Ti-6Al-4V Ti-(10-80) Nb
Przyklady Ti-6AI-7Nb Ti—13Nb—13Zr
stopow Ti-5Al-2,5Fe Ti—23Nb-0.7Ta—2Zr

Ti—15Mo
Ti—15Mo

A\ MOST
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Wigkszo$¢ stopow tytanu stosowanych w dziedzinie biomaterialow to stopy a+f3
lub metastabilne B, poniewaz zwykle spetniajg one duza liczbg wlasciwosci materiatow

pozadanych na implanty [1].

Jednym  z najpowszechniej  stosowanych  stopow  atfl przez lata
wykorzystywanych w implantologii m.in. do zespolen kostnych lub naimplanty
ortopedyczne, byt stop Ti-6Al-4V ELI (ang. extremely low impurities ELI), ktory
W porOwnaniu Z uzywanymi wczesnie] stalami, wykazywal si¢ m.in. wysoka
bioobojetnoscig 1 obnizonym modutem Younga (120 GPa), w poréwnaniu do stali
nierdzewnej (200 GPa), czy stopu CoCr (240 GPa) [6] .

Weczedniejsze badania wykazaly mozliwa toksycznos¢ sktadnikéw stopu Ti64 ELI
przez wieloletnie odkladanie si¢ w organizmie aluminium iwanadu, co moze
doprowadzi¢ do rozwoju nowotwordow i/lub chordob neurodegeneracyjnych (choroby
Alzheimera i demencji) [7]. Dodatkowo, wcigz trwaly poszukiwania materiatow, ktore
oprocz braku toksyczno$ci beda charakteryzowaly si¢ obnizonym modutem Younga,

zblizonym do warto$ci wystepujacych w tkance kostnej [8].

Na tej podstawie wzrosto zainteresowanie opracowywaniem stopéw sktadajacych
si¢ z fazy B, do ktorych naleza m.in. Ti—-15Mo, Ti—-Nb-Ta, Ti—24Nb—4Zr-8Sn, Ti—-35Nb—
2Ta-3Zr, Ti-35Nb-5Ta—7Zr, Ti-30Nb—4Sn, Ti—35Nb, Ti—-15Nb-3Mo0-3Zr-2Sn [9].
Wedtug literatury, stopy Ti-f wykazuja lepsze wtasciwos$ci mechaniczne ze wzgledu
na moduly sprezystosci blizsze warto§ciom dla kosci ludzkiej w pordwnaniu ze stopami
Ti-o i stopami Ti-a + B, a takze lepszg biozgodno$¢ ze wzgledu na nietoksyczny charakter
stabilizatorow fazy 3 [8]. Na przyktad, modut sprezystosci ludzkiej kosci korowej wynosi
okoto 30 GPa, natomiast modut Younga stopéw Ti—6Al-7Nb i Ti-6Al-4V wynosi
odpowiednio 110 GPa i 112 GPa, a stopu Ti-24Nb-4Zr-8Sn ponizej 50 GPa [6].

W tabeli 2 przedstawione zostaly przyktadowe stopy tytanu, wraz z metodami
wytworzenia i charakterystyka fazowa, atakze wartosciami modulu Younga

I wlasciwosciami biologicznymi.
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Tabela 2 Wybrane stopy tytanu wraz z réznymi metodami wytworzenia,

biologicznymi i modutem Younga

charakterystykq fazowq, wlasciwosciami

Material Faza Metoda Modut Wiasciwosci Literatura
wytwarzania Younga biologiczne
(GPa)
Cp-Ti o Addytywne (SLM) 105- - [10]
115

Ti-6Al-4V o Addytywne (SLM) - - [11]
Ti-50Ta o’ Odlewanie+wyzarzanie+  77-78 - [12]

kucie

na goraco+starzenie
iTi-50Ta B Addytywne (SLM) - - [13]
Ti-xNb o Odlewanie+starzenie 114- Brak cytotoksycznosci, [14]
(x=5-20) +B 149 Ti-10Nb: najwyzszy

+o wzrost komorek

Ti-20Nb a‘’  Odlewanietwyzarzanie 110 Dobra [15]

+starzenie+kucie biokompatybilnos¢

na goraco
Ti-33Nb B Metalurgia proszkow 107  Wysoka biokopatibilnosé¢ [16]
Ti-xMo B+  Odlewanie+walcowanie  73-84 - [17]
(x=15-18) ® na gorgco+ walcowanie

na zimno
Ti-xCr § Odlewanie+walcowanie 68-82 - [18]
(x=10-14) na goraco +walcowanie

na zimno
Ti-Fe-11Nb B Odlewanie 129 - [19]
Ti-Nb-Zr-Mo B Odlewanie 68-73 - [20]
Ti—6Al-2Zr- « Addytywne (SLM) - - [21]
1Mo—-1V
Ti—-35Nb—4Sn Odlewanie+kucie 68-92 [22]
—6Mo—xZr na goraco -
(x=0-15)
Ti—6Al- o Addytywne (SLM) 110 Poprawa [23]
4V-5Cu +p antybakteryjnosci
Ti-13Nb-13Zr Met Metalurgia proszkow 70 - [24]

B
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Przy wyborze pierwiastkéw stabilizujacych faze P nalezy wzia¢ pod uwage, ze
pierwiastki takie jak Mo, Zr, Ta i Nb sg znacznie drozsze | majg wigksza gestos¢ niz Ti
| wyzszg temperatur¢ topnienia, co prowadzi do pogorszenia wilasciwosci stopu. Aby
obnizy¢ koszt stopu Ti-B, wprowadza si¢ mniejsze ilosci pierwiastkow stabilizujacych

faze P lub stosuje si¢ tansze dodatki stopowe, jak Fe, Mn, Sn i Cr [1].

Jednym z interesujacych przyktadow stopu Ti-B, ktory w ostatnich latach zyskat
na popularnosci wsréd materiatow implantacyjnych, jest stop tytanu z dodatkiem
cyrkonu iniobu. Jego przyktadem jest stop Ti-13Zr-13Nb, ktéry charakteryzuje sie
doskonata biozgodnoscia, wysoka odpornoscia nakorozje, duza wytrzymatosciag
wlasciwa, dobrg odpornoscig na zmeczenie, nizszym modutem Younga W poréwnaniu
z wigkszoscig stopow [25], [26] i co wazne, jest to stop certyfikowany do zastosowan

chirurgicznych zgodnie z ASTM F1713 [27].

Mimo postgpu W projektowaniu stopéw tytanu coraz bardziej przyjaznych
tkankom kostnym, wykazujacych si¢ wysoka biokompatybilnoscia i poprawa
wlasciwosci mechanicznych, nalezy pamigtaé, ze wprowadzanie do organizmu ciata

obcego moze spowodowaé odpowiedZ organizmu prowadzacg do odrzucenia implantu.
2. Glowne przyczyny odrzucenia implantow

2.1.Powiklania infekcyjne

Artroplastyka, polegajaca na zastgpieniu fragmentu lub catosci stawu z uktadu
szkieletowego, nalezy do procedur wysoko inwazyjnych i jest zwigzana z ryzykiem
zarobwno powiktan infekcyjnych, jak iniezakaznych, ktore moga skutkowaé

niepowodzeniem zabiegu implantacji [28].

Infekcje poimplantacyjne naleza do najczgstszych i najbardziej
skomplikowanych probleméw, z ktérymi boryka si¢ chirurgia ortopedyczna [29]. Ryzyko
infekcji szacuje si¢ w granicach 2-5% wszystkich implantacji [30]. Zakazenie
okotoprotezowe odnosi si¢ do zakazenia tkanki przylegajacej do wszczepionego wyrobu
medycznego. Powiklania wszczepienia implantoéw sa wysoko problematyczne zar6wno
w diagnostyce, jak i leczeniu, niejednokrotnie prowadzac do koniecznosci reoperacji
| usuni¢cia implantu. Wtorne operacje rewizyjne sg kosztowne, majg stosunkowo niski

wskaznik powodzenia i sg bolesne dla pacjentow [28].
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Zakazenie stawu protetycznego jest wynikiem tworzenia si¢ biofilmu
bakteryjnego na powierzchni implantu. Rozpoznanie infekcji bakteryjnej czesto opiera
si¢ naobjawach klinicznych odczuwanych przez pacjenta oraz niespecyficznych
markerach wskazujacych na przebieg infekcji, jak np. podwyzszona liczba leukocytow.
Przypuszcza si¢, ze pojawienie si¢ bakterii wokot implantu spowodowane jest m.in.
przeniesieniem mikroorganizmow, gtownie szczepu S. aureus ze skory pacjenta w trakcie
trwania operacji i zasiedlenie ich w organizmie. Kolonizacja powierzchni implantu

prowadzi do powstania biofilmu [31].

Adhezja bakterii do powierzchni zaczyna si¢ od fazy odwracalnej, w ktorej
posredniczg oddziatywania fizykochemiczne, chemiczne i fizyczne, ktére umozliwiaja
mikroorganizmom przyleganie do powierzchni biomateriatu. Druga faza, wtornej
nieodwracalnej adhezji, zwigzana jest Z tworzeniem przez przylegajace bakterie macierzy
mi¢dzykomorkowej  (extracellular polymeric substances EPS), ktora chroni
mikroorganizmy przed komorkami gospodarza i antybiotykami. W miar¢ dalszego
rozwoju biofilmu mikroorganizmy zmieniajg swoj fenotyp, co powoduje, ze bakterie
dostosowuja si¢ do bardziej heterogenicznej natury, przyczyniajac si¢ do odpornosci
biofilméw nasrodki przeciwbakteryjne. Niektore bakterie sg W stanie wrdcic¢
do planktonicznej formy, opusci¢ biofilm i przenies¢ si¢ w celu skolonizowania nowego
podtoza [30], [32]. W badaniu prowadzonym in vivo na zwierzetach, biofilm bakteryjny

na powierzchni implantu rozprzestrzenit si¢ na otaczajaca ko$¢ w ciagu szesciu dni [33].

Badania wskazujg, ze bakterie w biofilmie sg do 5000 razy bardziej odporne
na terapi¢ przeciwbakteryjna niz ich odpowiedniki planktonowe [34]. Biorac pod uwage,
ze macierz migdzykomoérkowa pomaga przetrwaé bakteriom i sprzyja ich rozwojowi,
warto zaplanowac strategie walki z bakteriami na poczatkowym etapie adhezji (4-6 h)
[35], czyli wstrzymaniu lub zakloceniu powstawania $rodowiska sprzyjajacego ich

przylaczeniu, a w dalszej kolejnosci tworzeniu biofilmu.

Niektore  z najczestszych — gatunkéw — bakterii  obecnych — w biofilmach
na implantach to Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
viridians, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Escherichia faecalis, Proteus
mirabilis i Pseudomonas aeruginosa [29]. Posréd nich, jak si¢ szacuje, S. aureus jest
jedng z glownych przyczyng zakazen, stanowigc ok. 31-52% infekcji protez
ortopedycznych [32].
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Obecnie, standardowym sposobem wyeliminowania infekcji w momencie, gdy
antybiotykoterapia zawodzi, jest usuni¢cie implantu, oczyszczenie | ponowne jego

wszczepienie, co wigze sie z licznymi konsekwencjami zdrowotnymi [28].

Sposob projektowania materiatow, skutecznos$é leczenia/zapobiegania infekcjom
bakteryjnym in situ inadawanie implantom wiasciwosci antybakteryjnych,
W szczegolnosci W dobie stale rosnacej antybiotykoodpornos$ci, staty si¢ kierunkiem

wspolnych wysitkow klinicystow i badaczy.
2.2.Powiklania nieinfekcyjne

Do powiktan niezwigzanych z infekcjami okolowszczepowymi nalezy
obluzowanie aseptyczne, ktdre rozumiane jest jako rozlegta resorpcja kosci (osteoliza)
powodujaca obluzowanie implantu i utrat¢ integracji. Osteoliza moze mie¢ formg
ogniskowa, czyli utraty masy w formie lokalnej lub przebiega¢ wokoét catego implantu
[36].

Istnieje kilka mozliwych przyczyn powstawania aseptyczneg0O obluzowania
kostnego. Jedna z teorii, zaproponowang przez dr Williama Harrisa [37] jest ,,choroba
czasteczkowa”, ktora polega na odktadaniu si¢ czasteczek powstatych na skutek zuzycia
i/lub korozji protezy indukujacych odpowiedZz immunologiczng pacjenta i prowadzacych
do procesow osteoresorpcji W nastepstwie do stanéw zapalnych i w konsekwencji

uszkodzen kosci.

Kolejng mozliwg przyczyna pojawienia si¢ obluzowania aseptycznego sa
mikroruchy migdzy implantem akoscia, powstate naskutek normalnej fizycznej

aktywnosci pacjenta. Taka niestabilno$¢ zaburza proces gojenia i osteointegracji [29].

Ekranowanie naprezen mechanicznych jest kolejnym procesem przyczyniajacym
si¢ do obluzowania implantow. Wynika ono przede wszystkim z nowych warunkow
obcigzenia natozonych nako$¢ przez obecnos¢ implantu. Niezgodno$¢ migdzy
wlasciwos$ciami mechanicznymi kosci i biomaterialu moze powodowac nierownomierny
rozktad napre¢zen, prowadzacy do resorpcji kosci W obszarach nieobcigzonych, ktora jest

wynikiem proceséw przebudowy kosci, zamiast osteolizy [38].
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Poniewaz wlasciwo$ci mechaniczne kosci zalezg od wielu czynnikow, np. wieku,
stylu zycia, genetyki, stanu zdrowia, wlasciwe dopasowanie stanowi duze wyzwanie dla

inzynierii tkankowej [39].

W tabeli 3 przedstawiono podstawowe wlasciwosci mechaniczne kosci ggbczastej

I korowej.

Tabela 3 Wiasciwosci mechaniczne kosci ggbczastej i korowej

Wilasciwosci mechaniczne kos$ci

Gabczasta Korowa Literatura
Modut Younga [GPa] 0,1-2,94 10-34,3
Twardosé [GPa] 0,02-05 3,30 [40]

W celu zminimalizowania prawdopodobienstwa odrzucenia implantu, istotne jest

odpowiednie zaprojektowanie materiatu, z ktorego bedzie wykonany.

3. Wymagania stawiane implantom

3.1.Biokompatybilnos¢ i bioaktywnosé

Prawdopodobnie = najwazniejszg ~ cechg  biomaterialu  jest  potrzeba
biokompatybilnosci (biozgodnosci) in vivo. Biozgodnos¢ jest ogolnie definiowana jako
zdolno$¢ obcego materiatu do przyjecia W srodowisko ludzkiego ciata obcego nie
powodujac zadnych dziatan niepozadanych, takie jak stany zapalne lub reakcje

alergiczne.

Uwaza sig, ze tytan i jego stopy maja doskonatg biokompatybilnos¢ wsérod metali
nadajacych si¢ do implantacji [2]. Pomimo tego, implanty na bazie stopow Ti napotykaja
prawdziwe problemy Kkliniczne zwigzane z bioinertnoscia (bioobojetnoscig) metali, ktora
nie wspiera chemicznego potaczenia z koscig w celu aktywnego indukowania jej wzrostu,
procesu okre$lanego jako osteointegracja, powodujac brak lub powolna odpowiedz
biologiczng w kontakcie z powierzchniga materiatow. W celu poprawy odpowiedzi

organizmu na wprowadzony tytan nalezy zadbac 0 jego bioaktywnos$¢ [41].

Bioaktywno$¢ jest wazng wlasciwoscia, ktora odnosi si¢ do zdolnosci materiatu

do indukowania specyficznych aktywnosci biologicznych i pobudzania reakcji miedzy
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koscig a materiatem implantu [2]. Dodatkowo, powtoki bioaktywne powinny
charakteryzowac si¢ poprawa szybkosci gojenia si¢ ran i minimalizowa¢ powiklania

pooperacyjne.

Zagadnienia te stawiajg przed naukowcami ogromne wyzwanie, tym bardziej, ze
cele sg szczegoblnie trudne do pogodzenia, gdyz zard6wno bakterie, jak i komorki preferuja
zblizong charakterystyke powierzchni iprowadza pewnego rodzaju ,,wyscig
0 powierzchni¢’, W ktérym natywne komorki gospodarza (fibroblasty, ptytki krwi,
makrofagi) konkurujg z bakteriami 0 poczatkowe przyleganic do wszczepionego

implantu [42].

Stopien biokompatybilnosci i bioaktywnosci materiatow zwigzany jest z wieloma

czynnikami, ktore zostalty omowione ponize;.
3.2.Sklad chemiczny

Sktad chemiczny ma ogromne znaczenie w biomateriatach ortopedycznych
i nalezy go rozwazaé¢ wielopoziomowo. PO pierwsze, zastosowany biomaterial nie
powinien zawiera¢ zwigzkow o0 potencjale cytotoksycznym [2]. Niektore sktadniki
stopowe, takie jak np. aluminium lub wanad mogg wywotywaé choroby nowotworowe
lub neurodegradacyjne, chrom ma potencjalne dziatanie genotoksyczne i cytotoksyczne,
anikiel moze prowadzi¢ do powstania alergii. W ostatnich latach preferowane jest
wlaczanie pierwiastkow stabilizujacych faze  do sktadu stopow, gdyz charakteryzujg si¢

one brakiem toksyczno$ci [28].

Z drugiej strony, sktad chemiczny powinien by¢ tak dobrany, by pobudza¢ tkanke
kostng do narastania. Badania wskazujg, ze powloki zawierajace dodatki wapnia i fosforu
moga pozytywnie wptywac na osteointegracj¢ ze wzgledu na sktad odpowiadajacy kosci
[43].

Wskazane jest, aby projektowanie sktadu chemicznego obejmowalo réwniez
strategi¢ wilaczajgcg stosowanie Srodkow antybakteryjnych w celu wyeliminowania
odrzucenia implantu na drodze infekcyjnej [44].
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3.3.Topografia

Topografia biomaterialu uznawana jest zaczynnik krytyczny dla adhezji

bakteryjnej i komorkowej [45].

Wiele wezesniejszych badan sugeruje, ze W poréwnaniu z gltadkg powierzchnia,
wlasciwa chropowato§¢ W mikroskali stuzy wzmocnieniu réznicowania osteoblastow
i zwigkszeniu szybkosci kontaktu kosci z implantem in vivo [46]. Niektorzy autorzy
sugerujg dziatanie synergiczne nano i mikrochropowatosci [47]. Uwaza si¢, ze
chropowato$¢ W nanoskali odzwierciedla wewngtrzng chropowato$¢ powierzchni kosci,
pomagajac promowac osteointegracje przy jednoczesnym ograniczaniu adhezji bakterii
[48]. Z drugiej strony, wzrost chropowato$ci powoduje zwigkszenie powierzchni
wilasciwej, do ktorej bakterie/komorki mogg adherowac i zapewnia wigksza ochrong

przed otoczeniem, w szczego6lnosci sitami $cinajgcymi [49].

Niektorzy autorzy zglaszali poprawe wiasciwosci biologicznych przy

chropowato$ci mieszczacej si¢ w granicach Ra = 0,39-1,6 um [50].

3.4.Zwilzalnos¢

Zwilzalno$¢ opisuje oddziatywanie kropli cieczy z powierzchnia, zwykle

mierzong za pomocg tensjometru.

Uznaje sig¢, ze powierzchnia jest zwilzalna (hydrofilowa), gdy kat zwilzania
(contact angle CA) wynosi <90°, natomiast gdy kat wynosi >90°, powierzchnia jest
niezwilzalna (hydrofobowa) [28]. Badania wskazuja, ze zwilzalno$¢ powierzchni
wptywa na adhezje mikroorganizméow do powierzchni [2]. Wykazano, Ze zaréwno
komorki, jak ibakterie preferuja powierzchnie hydrofilowe (40-70° CA) [51].
Powierzchnia hydrofilowa, a nawet superhydrofilowa moze promowac osteointegracje
we wczesnym stadium [52]. Z drugiej strony, obserwowano rowniez, ze W zwigzku
z hydrofobowym charakterem wiekszosci bakterii (w tym S. aureus), preferowanym
wyborem tych bakterii bedzie przyleganie do hydrofobowych powierzchni [53]. Nie ma
obecnie jednoznacznej zgody odno$nie do najbardziej preferowanej wartoSci

zwilzalno$ci powierzchni.
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3.5.Wlasciwosci mechaniczne

Kluczowym parametrem wptywajacym na wlasciwosci mechaniczne implantow
jest modul sprezystosci materiatu, ktory charakteryzuje odporno$¢ materiatu
na odksztatcenia pod wptywem naprezen. Dostosowanie tych wlasciwosci jest $cisle
zwigzane Z prawem Wolffa, ktére opisuje odpowiedz kosci nazadane obcigzenia
wskazujac, ze je$li zastosowany biomaterial bedzie mial znacznie wyzszy modut
sprezystosci niz otaczajaca go kos¢, zacznie on przyjmowacé na siebie wiekszos$¢ obcigzen
mechanicznych. Odcigzenie ko$ci prowadzi do wzrostu aktywnosci osteoklastow
i zaniku kosci, az w koncu aseptycznego obluzowania implantu (zjawisko ekranowania

naprezen) [54].

Znajomos$¢ wymagan stawianym materiatlom na implanty pozwala czg¢sciowo

wprowadzi¢ pozadane wlasciwos$ci juz na etapie wytwarzania materiatow.
4. Metody wytwarzania materialow na implanty

4.1. Konwencjonalne metody wytwarzania implantéw i ich obrébka

4.1.1. Metalurgia proszkow
Tytan i jego stopy moga by¢ wytwarzane W sposob konwencjonalny (metalurgia
proszkéw, odlewanie) [55] lub przy pomocy technik bardziej zaawansowanych takich jak

addytywne otrzymywanie np. poprzez selektywnie spiekanie proszkoéw [56].

Metalurgia proszkow (Powder metallurgy, PM) wykorzystuje jako surowce
(prekursory) proszki czystych metali, mieszanek lub stopow oraz wytwarza czesci

metalowe poprzez formowanie i/lub spiekanie [57].

Prekursor przechodzi przez proces mieszania lub mechanicznego stapiania w celu
wywolania stopowania miedzy proszkami metali. Kolejno, konsolidacje stopowych
proszkow metali uzyskuje si¢ poprzez prasowanie pPod optymalnym ci$nieniem,
a nastepnie spickanie. Ta seria etapéw umozliwia zblizenie gestosci produktu do 100%
warto$ci wzgledem materiatu litego przy jednoczesnym zwigkszeniu sily wigzania
migdzy czastkami. Podczas spiekania, pory miedzy czastkami proszku stopniowo kurcza
si¢. Zmniejszone pory I nizsza energia mi¢dzyfazowa miedzy granicami ziaren zawsze
korzystnie wplywaja na zageszczenie | zapewniaja precyzyjng kontrolg wielkosci ziarna,

gestosci spieku 1 rozktadu faz w stopie [55].
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Wyroznia si¢ spieckanie wspomagane cisnieniem (spiekanie plazmowo-iSKrowe;
Spark Plasma Sintering, SPS) i spiekanie bezci$nieniowe (spiekanie mikrofalowe;
Microwave Sintering, MS). W poréwnaniu do tradycyjnej metody prasowania
i spiekania, spiekanie plazmowo-iskrowe jest duzo szybsze i moze trwa¢ kilka minut
zamiast kilku godzin, odbywa si¢ W nizszych temperaturach. Dodatkowo otrzymane
stopy charakteryzuja si¢ drobnym ziarnem. Metoda ta opiera si¢ na wykorzystaniu pradu
stalego, ktory w sposob pulsacyjny, W potaczeniu z wysoka temperaturg, wspiera
zageszczanie proszkow [2]. Mendens i wsp. badali wytwarzanie stopu Ti-27Nb-13Zr
przy uzyciu iskrowego spickania plazmowego I stwierdzili, ze mikrostruktura
otrzymanego stopu byla strukturg dupleksowg z ziarnami fazy o otaczajacymi ziarna fazy

B, ktora tworzyta osnowe [58].

Bezci$nieniowe spiekanie, takie jak metoda mikrofalowa, takze polega
na spiekaniu proszkow prekursorowych, ale proces ten odbywa si¢ zwykle W prézni lub
przy cisnieniu atmosferycznym. W poréwnaniu do SPS uzyskuje si¢ elementy 0 wigksze;j
porowato$ci, ktore moga pomaga¢ W zmniejszeniu modutu Younga oraz poprawic

osteointegracj¢ [59].

4.1.2. Odlewanie

Kolejng konwencjonalng metoda wytwarzania implantow jest odlewanie, ktory to
proces sktada si¢ z dwoch etapéw. Na poczatku przygotowuje si¢ ciekty tytan lub stop
tytanu w indukcyjnym piecu prozniowym W chtodzonych wodg tyglach miedzianych lub
w tukowym piecu proézniowym z zimnym tyglem. Dobdr odpowiedniego tygla musi
zapobiega¢ wchodzeniu W reakcje z tytanem. Nastepnie otrzymany ciekty metal przelewa

si¢ do formy odlewniczej umieszczonej na obrotowym stole.

Jedna z odmian metody odlewania wykorzystywang na implanty jest odlewanie
precyzyjne, ktore umozliwia wytwarzanie elementow medycznych 0 bardziej ztozonych
ksztattach. Formy 0 ustalonym ksztalcie wytwarza si¢ ze skrawanego grafitu, grafitu ze

spoiwem organicznym, jest rOwniez mozliwe odlewanie do form metalowych.

Ze wzgledu na wysoka reaktywnos$¢ chemiczng tytanu w wysokich temperaturach
proces odlewania musi zachodzi¢ w atmosferze ochronnej lub prozni. Kolejnym
wyzwaniem metody odlewania sg ewentualne reakcje, ktére zachodza miedzy tytanem
a forma, mogace prowadzi¢ do wzrostu niejednorodnosci mikrostruktury oraz

mikrosegregacji podczas procesu krzepniecia. Istnieje mozliwo$¢ powstawania wadliwe;j

37


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

warstwy, ktora po procesie odlewania musi zosta¢ usuni¢ta. Kolejng wada produkcyjng
jest powstawanie porowatos$ci gazowej zwigzane] z duza rozpuszczalnoscig tlenu
i wodoru w cieklym tytanie. Wysoka temperatura topnienia tytanu W porownaniu
z pozostatymi dodatkami stopowymi moze doprowadzi¢ do powstawania reakcji
egzotermicznych, negatywnie wplywajac na strukture 1 wlasciwosci otrzymanego

materialu.

W zwiazku zZ powyzszym wszystkie odlewy stopdéw tytanu muszg podlegac
dalszej obrobce cieplnej: wyzarzaniu odprgzajacemu i chtodzeniu z piecem oraz
procesowi goracego dogeszczania (prasowania) izostatycznego (Hot Isostatic Pressing,

HIP) w celu usunigcia porowatosci.

Zaleta odlewania jest stosunkowo niski koszt wytwarzania zwigzany

z minimalizacjg ilo$ci zb¢dnego materiatu po procesie.

4.1.3. Obrobka cieplna i plastyczna stopow tytanu

W celu wyeliminowana wad powstalych w procesie wytwarzania materiatow
i nadania stopom odpowiedniej mikrostruktury stosuje si¢ obrobke cieplng potaczong
niejednokrotnie  z obrobka plastyczng. Proces obrobki cieplnej opiera si¢

na odpowiednim nagrzewaniu i chtodzeniu materiatu.

Stopy tytanu a+f lub B poddaje si¢ obrobee cieplnej polegajacej na przesycaniu
| starzeniu, ewentualnie wyzarzaniu rekrystalizujacym i odprezajacym. Przesycanie
| starzenie polegaja na nagrzaniu stopu tytanu do temperatury wystepowania fazy o+f lub
B, ujednorodnieniu, a nastepnie starzeniu w temperaturze 480-650°C w celu umocnienia
stopu poprzez czgsciowe zmiany W fazie f. Wyzarzanie rekrystalizujace i odpr¢zajace

przeprowadza si¢ W temperaturze 700-800°C, stosuje si¢ je najczesciej po zgniocie [60].

Proces odksztatcania plastycznego prowadzi si¢ W temperaturze 882°C, w ktorej
zachodzi przemiana o+f -2 P. Dla stopow o+ odksztalcenie zachodzi przez poslizg
I blizniakowanie. W stopach jednofazowych B pojawia si¢ dodatkowo martenzyt o’ lub

o’ lub faza w.

Obroébka na goraco prowadzona W temperaturze stabilnosci fazy  prowadzi
do wigkszego rozdrobnienia ziaren | powstawania ziaren pierwotnej fazy f, a nastepnie
ptytek fazy o wewnatrz fazy . Obrobka prowadzona W temperaturze przemiany o+ >

prowadzi do jednoczesnego formowania ziaren pierwotnych fazy B i ptytek fazy a.
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Podstawowe procesy obrobki plastycznej stopow tytanu obejmuja kucie
(otrzymany material ma wielokrotnie wigksza wytrzymato$¢ na rozcigganie, odpornosé
na kruche pekanie oraz wyzszg wytrzymatos¢ zmeczeniowa) i walcowanie (na zimno lub
na gorgco), natomiast wtorne ksztaltowanie plastyczne obejmuje wyciskanie lub

ciggnienie (prety), wyoblanie, ttoczenie glebokie 1 ksztattowanie nadplastyczne [60].

Konwencjonalne metody wytwarzania implantéw sg nadal szeroko stosowane
w masowej produkcji gtéwnie ze wzgledu na niskie koszty przy jednoczesnej wysokiej
wydajnosci procesu. Otrzymane elementy charakteryzuja si¢ wysoce jednorodng
strukturg. Ograniczeniem tych metod przede wszystkim jest produkcja skomplikowanych
ksztattow i dlugi czas wytwarzania. Pomimo wielu niezaprzeczalnych zalet, tytan i jego
stopy sa bardzo trudne w obrobce ze wzgledu naswojg reaktywnos$¢ i niskie
przewodnictwo cieplne. Jednym z najbardziej obiecujacych rozwigzan tych probleméw
jest zastosowanie niekonwencjonalnych metod wytwarzania implantow, ktoére moga

zwigkszy¢ przydatnos¢ tytanu [2].

4.2 Przyrostowe metody wytwarzania implantow

Najbardziej obiecujace techniki szybkiego prototypowania, wprowadzone w celu
przezwycigzenia ograniczeh konwencjonalnej produkcji, nazywane sa procesami
wytwarzania addytywnego (Additive Manufacturing, AM) lub przyrostowego. Techniki
te pozwalaja na wytworzenie trojwymiarowego obiektu poprzez natozenie na siebie
warstw, z uzyciem projektowania wspomaganego komputerowo (CAD), ktore pozwala
na stworzenie modelu trojwymiarowego. Najnowsza generacja implantdw obejmuje
addytywne wytwarzanie spersonalizowanych rozwigzan na podstawie obrazowania

komputerowego uszkodzonego narzadu [61].

Metody AM pozwalajg na produkcje detali 0 zlozonej geometrii z wysoka
doktadnoscia wymiarows, znacznie nizszym odsetkiem defektow i dopasowanymi
wlasciwos$ciami mechanicznymi, a wszystko to w krotszym czasie i przy mniejszych

stratach materialowych [26].

Metody addytywne mozna podzieli¢ m.in. wedtug zrodta ciepta: laserowe, wigzka
elektronow, ultradzwigki [61] lub np. wedlug whasciwoséci surowca I mechanizmu
wigzania migdzy potgczonymi ze sobg warstwami materiatu [62]. Jedna z klasyfikacji

metod addytywnych zostala przedstawiona na rys. 4.
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Rysunek 3 Klasyfikacja technologii addytywnej AM, na podstawie [61]

W niniejszym opracowaniu skupiono si¢ natechnikach najbardziej
rozpowszechnionych w wytwarzaniu implantow metalicznych, W szczegolnosci
na selektywnym topieniu laserowym (SLM), topieniu wigzka elektronéw (EBM),
ksztattowaniu siatki metoda inzynierii laserowej (DED/LENS) oraz natryskiwaniu

spoiwa (BJ).

4.2.1. Selektywne topienie laserowe SLM

Selektywne topienie laserowe jest obecnie najczgsciej stosowana technika wsrod
AM. Polega ono na wytwarzaniu detali poprzez stapianie proszkow metali warstwa
po warstwie za pomoca lasera 0 duzej mocy. Plamka lasera sterowana jest za pomoca
wspomagania komputerowego na podstawie zaprojektowanego wczesniej modelu CAD.
Stapiane proszki tworza jeziorko cieczy, ktore nastgpnie jest szybko zestalane. Proces
topienia i krzepnigcia prowadzi do konsolidacji proszkéw. Przyrostowe budowanie
warstwa po warstwie polega nakazdorazowym opuszczaniu przestrzeni roboczej

i spiekaniu proszkéw kolejnej warstwy, az do utworzenia produktu koncowego [2].

Zaleta SLM w poréwnaniu z innymi metodami jest zdolnos¢ do wytwarzania
ztozonych ksztaltow z duza precyzja izachowaniem drobnej struktury otrzymanego
elementu. Gléwne problemy wystepujace W tym procesie to porowato$¢ lub wady

materiatowe powstale na skutek procesu naktadania warstwa po warstwie, a co za tym
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idzie, naktadania $ciezek przetopien lasera, gradient temperatur w kolejnych warstwach
I szybkie krzepnigcie spowodowane przez szybko poruszajace si¢ zrodto lasera. W celu
ograniczenia btedow wydruku nalezy doktadnie opracowac parametry procesu, takie jak:
predko$¢ skanowania, rozdzielczo$¢, moc lasera, rodzaj ijako$¢ proszku, grubos¢

warstwy [62].

4.2.2. Topienie wigzkq elektronow

W metodzie topienia z zastosowaniem wigzki elektronow elementy strukturalne
takze powstaja W wyniku selektywnego stapiania proszkéw przewodzacych prad
elektryczny, natomiast zréodlem ciepta nie jest laser, ale wiazka -elektronow

w kontrolowanej prozni [61].

W stosunku do pozostatych metod, proces EBM wykorzystuje znacznie wyzszg
temperature, przez co wytwarzanie detali przebiega szybciej [63]. Z kolei wysoka
temperatura wytwarzania w potaczeniu ze stosunkowa niskg szybkoscia chtodzenia moze
prowadzi¢ do otrzymywania fazy a+p, zamiast czystej fazy B, co ma swoje skutki
w wyzszym module Younga. W poréwnaniu z metoda SLM, w topieniu wigzka
elektrondw potrzebna jest wysoka proznia. Plamka wigzki elektrondw jest znacznie
wieksza niz plamka lasera, przez co powierzchnie moga by¢ bardziej chropowate
w przypadku wytwarzania metoda EBM [63]. Jednakze za pomocg EBM mozna uzyskac

wysoce jednorodne struktury z niewielkimi jedynie defektami wewn¢trznymi [64].

4.2.3. Osadzanie ukierunkowanq wiqzkq energii

Technika osadzania ukierunkowang wiazka energii (Directed Energy Deposition,
DED) lub inaczej laserowego ksztattowania siatki LENS (Laser Engineered Net Shaping)
wykorzystuje wigzke laserowg do wytwarzania jeziorka stopionego metalu na podtozu,
do ktorego jednocze$nie podawany jest proszek metaliczny (lub drut), rowniez ulegajacy
stopieniu [61]. Dochodzi wowczas do wigzania mi¢dzy osadzonym metalem | materiatem
bazowym umozliwiajac drukowanie wielomateriatowe. W poréwnaniu do innych metod
AM, w wigkszosci systemow DED to goérna dysza przesuwa si¢ W gor¢ warstwa
po warstwie [62]. Zaletg tej metody jest wykorzystywanie nizszej temperatury procesu
niz w przypadku SLM i EBM, co pomaga zachowa¢ wigksza wytrzymalos¢ materiatu.
Rowniez niektorzy autorzy wskazuja, ze metoda ta moze by¢ bardziej ekonomiczna przez

redukcje¢ odpadow w trakcie procesu (jeziorko topliwe nie jest stale otoczone proszkiem),
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a po drugie proces ten charakteryzuje si¢ duza szybko$cig budowania objetosciowych
elementow [65]. Technika ta wykazala ponadto zdolno$¢ wytworzenia porowatych

implantéw biomedycznych.

Gtowne ograniczenia metody DED zwigzane s3 Z powstawaniem naprezen
szczatkowych i skurczy zwigzanych z lokalnymi zmianami temperatury. Dodatkowo,
produkowane detale charakteryzuja si¢ wigkszg chropowatoscia i nizsza rozdzielczoscia

wymiarowg W poréwnaniu do pozostatych metod AM [66].

4.2.4. Natryskiwanie spoiwa

Natryskiwanie spoiwa (Binder Jetting, BJ) to oparty naproszkach proces
wytwarzania addytywnego, ktory wykorzystuje ptynne spoiwo zamiast zrddta lasera lub
wigzki elektronéw do lokalnego wigzania proszkow itworzenia zlozonych struktur
metalicznych, polimerowych i ceramicznych [67]. W tym procesie metalowy proszek
rozprowadzany jest na platformie roboczej za pomocg watka, a ptynne spoiwo jest
selektywnie wtryskiwane warstwa po warstwie przez gtowice drukujaca. Wydrukowany

element poddaje si¢ odpyleniu, a nastepnie wypala W piecu W celu usunigcia spoiwa.

W procesie BJ powstajg liczne porowatosci, dlatego konieczno$cig jest
przeprowadzenie dalszej obrobki. Metoda BJ wykorzystuje znacznie nizsze temperatury
procesu niz omowione powyzej techniki AM, dlatego napr¢zenia szczatkowe sg znacznie
obnizone. Jednak liczne mikroporowato$ci obnizaja wlasciwosci mechaniczne
otrzymanych elementow, a konieczno$¢ prowadzenia obrobki poprocesowej wydluza

czas i podwyzsza koszty druku [62].

4.3.Wplyw wytwarzania przyrostowego na mikrostrukture stopow
tytanu

W zaleznosci od metody wytwarzania i parametrow zastosowanych w procesie
AM, takich jak szybko$¢ chtodzenia i ponownego ogrzewania, mozna uzyskac rozne
mikrostruktury, niekoniecznie przypominajgce te uzyskiwane ze stopow odlewniczych.
W metodach AM struktura materiatu zalezy od zrodta wigzki ciepta, mocy, predkosci

skanowania, czystosci stopu czy geometrii czesci [68].

Technologia SLM to proces wykorzystujacy zrédlo lasera 0 duzej mocy.

W procesie wytwarzania uzyskuje sic wysokie szybkosci chtodzenia wynoszace ok. 10°-
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108 K/s (w poréwnaniu z odlewami, hartowaniem wodnym i chtodzeniem w piecu, gdzie
temperatura jest < 102 K/s), ktére powoduja szybkie procesy krzepniecia, hamujac przy
tym  zachodzenie  procesow  dyfuzyjnych isprzyjajac  powstawaniu  faz
nierownowagowych i metastabilnych [6], [69]. W zaleznosci od sktadu stopu, szybko$ci
chtodzenia podczas hartowania iréznych obrobek termomechanicznych, oprocz
stabilnych faz o 1P, moze pojawi¢ si¢ kilka metastabilnych faz, takich jak hcp-

martenzytyczna o’, rombowa martenzytyczna o’’, heksagonalna lub trygonalna  [69].

Na konkurencje migdzy przemianami martenzytycznymi o ' i o " maja wplyw
pierwiastki stopowe i sktad chemiczny [6]. Na przyktadzie dwusktadnikowych stopow
Ti -Nb wykazano, ze struktura krystaliczna jest bardzo wrazliwa na zawarto$¢ Nb
i warunki krzepnigcia. Stopy zawierajagce do 15% mas. Nb uzyskaly strukture
martenzytyczng o’, gdy zawartos¢ Nb wzrosta od 17.5 do 25% mas., uzyskano strukturg
martenzytyczng a’’, dopiero od 27,5% mas. Nb zaczeta si¢ pojawiaé faza [ (bcc).
Wartoécig krytyczng dla pojawienia si¢ wylacznie fazy B bez metastabilnych faz
dodatkowych jest 35% mas. niobu [69].

W trakcie procesu SLM s$rodek jeziorka topliwego lokalnie uzyskuje temperature
ok. 3000°C, co przewyzsza temperatur¢ topnienia stopu Ti-13Nb-13Zr (wynoszaca ok.
1700°C), czyli w trakcie procesu SLM stop ulega calkowitemu procesowi stopienia

I krzepnigcia [70].

Warstwowe topienie proszku powoduje powstanie gradientu termicznego.
Temperatura pierwsze] warstwy jest powyzej temperatury topnienia (tj. temperatury
likwidusu). Pozostaje powyzej temperatury topnienia takze w czasie, gdy dodawana jest
druga warstwa. Temperatura pierwszej warstwy spada, ale nadal pozostaje powyzej
temperatury przemiany fazowej az do dodania czwartej warstwy. Powoduje to powstanie
charakterystycznych kolumnowych ziaren wydzielen fazy B [68]. Wykazano, Ze ziarna
fazy B zarodkuja irosng epitaksjalnie na gornej powierzchni poprzednich warstw,
prostopadle do roztopionego jeziorka. Rozmiar ziaren fazy B jest bardzo rdzny

w zaleznos$ci od zastosowanej metody AM i dobranych parametrow [71].

Wezesniejsze prace nhad pomy$lnie wytworzonymi przy zastosowaniu AM
stopami  Ti-f do zastosowan implantologicznych obejmowaty gldwnie stopy
dwusktadnikowe Ti-X (Cr, Mo), Ti-10Nb, Ti-42Nb, Ti-45Nb, Ti-27,5Nb i Ti-50Ta lub
stopy wielosktadnikowe, takie jak TNZT (Tytan-Niob-Cyrkon-Tantal) i Ti2448
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(Ti-24Nb-4Zr-8Sn) [72]. Wigkszos¢ z tych badan koncentrowala si¢ na optymalizacji
wlasciwo$ci mechanicznych i zrozumieniu tworzenia faz B przy wytwarzaniu metoda

AM w poréwnaniu ze stopami wytwarzanymi konwencjonalnie.

Nagase i inni [73] analizowali tworzenie si¢ tekstury krystalograficznej ggstych
komponentow dla réznych stopdéw tytanu 0 strukturze B wytworzonych metodg SLM.

Dominujgce mikrostruktury to fazy B i o’.

Kolejna grupa [74], charakteryzujac mikrostrukture stopu Ti-13Nb-13Zr
wytworzonego przez SLM wykazala, ze udziat objetosciowy fazy o’ (w postaci drobnych
ptatkow o rozmiarze < 50 nm) w stopie wyniost 35,8%. Faza o byta losowo rozproszona

w osnowie B, ktorej udziat objetosciowy wynosit 64,18%.

Z kolei Zhou L. i in. [75] wykazali, ze wraz ze wzrostem szybkos$ci krzepnigcia
i stopnia przechtodzenia, mikrostruktura stopu Ti-13Zr-13Nb zmieniala si¢ ze
stosunkowo grubej iglastej struktury ziarna o’ w rozdrobnione igietkowate ziarna o’.
Autorzy przypuszczali, ze proces krzepnigcia z cieczy powoduje powstanie fazy B, ktora

przechodzi w faze¢ o’, dodatkowo faza o’ wytraca si¢ na granicach f.

Inny autorzy [76], niezaleznie od strategii skanowania (kierunku pracy wiazki
lasera) wykazali, ze wszystkie probki stopu Ti-13Zr-13Nb posiadaty mikrostrukturg
martenzytu z listwami martenzytu o’ rosnagcymi wewnatrz kolumnowych wcze$niejszych

ziaren fazy .

Czgé¢ autorow podjeta sie takze przeprowadzenia analizy porownawczej

mikrostruktury wytworzonej przez SLM i za pomoca tradycyjnych metod.

Hariharan iin. [77] przeprowadzili badania na wytworzonym addytywne stopie
Ti-13Nb-13Zr przy uzyciu procesu SLM iporéwnali wyniki z konwencjonalnie
produkowanym stopem (kutym) Ti-13Nb-13Zr. Mikrostruktura kutego materiatu
skladata si¢ zplytek o + B, przy czym stop wytworzony metoda SLM posiadat
nanometryczng strukture listkowa odpowiadajacg fazie typowej dla martenzytu o’ oraz
widoczne grube ziarna B zlokalizowane wzdhuiz kierunku budowy. Badania byty
prowadzone pod katem wpltywu mikrostruktury na wlasciwosci mechaniczne

I korozyjne.

Rowniez Zhou iin. [78] podjeli si¢ porownania mikrostruktury i wlasciwosci

mechanicznych biomateriatu Ti-13Nb-13Zr przygotowanego przez selektywne stapianie
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laserowe (SLM) do stopu uzyskanego tradycyjng metoda kucia na goraco. Wykazali oni,
ze W stopie wytworzonym metodg SLM wystepowaty zaréwno faza B (17,5%), jak i o’
(82,5%). Drobniejszy martenzyt o’, ktérego rozmiar wynosil 2-5 nm, miat sktonnos¢
do wytrgcania si¢ na granicach $ciezek lasera, podczas gdy faza [ miala tendencje
do tworzenia duzych ziaren. Natomiast W materiale komercyjnym oprocz fazy B (16,2%)

wystepowata faza o (83,8%).

Wigkszo$¢ badan koncentrowata si¢ wokoét analizy mikrostruktury otrzymanych
stopow  pod katem wlasciwosci mechanicznych i strukturalnych. W badaniach
wykazywano wady powstajace W trakcie metody SLM, wynikajace z warstwowej
charakterystyki procesu, prowadzacej do anizotropowosci wlasciwosci. Proponowanym
rozwigzaniem moze by¢ wykorzystanie obrobki cieplnej po procesie wytwarzania, ale sg
to dodatkowe, czasochtonne kroki, ktére generuja koszty, dlatego tez cze$¢ autorow

uwaza za priorytet dostosowanie odpowiednich parametrow wytwarzania.

Bez wzgledu na wybrang metod¢ wytwarzania, konwencjonalng czy addytywna,
problem biooboj¢tnosci stopow tytanu wymagana przeprowadzenia dalszej modyfikacji
otrzymanych elementow, Wwcelu nadania im  bioaktywnosci i zwigkszenia

prawdopodobienstwa skutecznej implantacji.
5. Metody modyfikacji powierzchni implantow

5.1. Techniki modyfikacji stopow tytanu

Tytan jest biologicznie oboje¢tny ze wzgledu na tworzenie si¢ na powierzchni
niereaktywnej warstwy tlenku o grubosci ~5 nm (nazywanej rowniez warstwg pasywng)
[3]. W zwigzku z brakiem bioaktywnosci materiatow metalicznych wymagana jest
modyfikacja powierzchni implantéw poprawiajaca wtasciwosci powierzchniowe, w tym

wspomagajgca gojenie kosci podczas pierwszego dni implantacji [79].

Metody modyfikacji powierzchni tytanu ijego stopéw mozna podzieli¢c m.in.
na metody: fizyczne, mechaniczne i chemiczne (w tym elektrochemiczne). W niniejszym
opracowaniu  modyfikacje  zostaly  sklasyfikowane nametody powlokowe

I bezpowtokowe [28], co zostato przedstawione na rysunku 5.

Metody powlokowe dotycza nanoszenia warstwy innego materialu

na powierzchni¢ materiatu rodzimego w celu nadania jej okreslonych wtasciwosci, np.
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wlaczenia  czynnikéw  aktywnych  poprawiajacych  odpowiedz  komorkowa
I/lub 0 dziataniu antybakteryjnym, bez zasadniczej zmiany wlasciwosci materiatu
macierzystego. Metody bezpowtokowe natomiast dotycza modyfikacji warstwy
wierzchniej materiatu macierzystego, ktora przyjmuje budowe strefowa lub gradientowa,
wykazujac ciggle lub nieciggle zmiany wilasciwosci fizycznych i/lub chemicznych
w stosunku do cech materiatu rdzenia.

Manipulowanie topografia powierzchni reguluje poczatkowe przyleganie i dalsza
zywotno$¢ komorek i bakterii. Obie metody mogg by¢ synergiczne, jak i wykorzystywac
oba mechanizmy bioaktywnosci [28].

Rysunek 4 Podzial modyfikacji powierzchni, na podstawie [28]

5.1.1. Metody powtokowe

Osadzanie elektroforetyczne (Electrophoretic Deposition, EPD)

Osadzanie elektroforetyczne polega nazanurzeniu elektrod w zawiesinie
koloidalnej i wytworzeniu pola elektrycznego powodujacego migracj¢ natadowanych
czgsteczek do przeciwnie natadowanej elektrody (podtoza), a nast¢pnie osadzaniu si¢

tych czagsteczek na podtozu, tworzac warstwe 0 grubosci do ok. 2 mm [80].

EPD jest stosunkowo prosta iekonomiczng metoda wytwarzania jednolitych

powlok. Wyzwaniem tej metody jest odpowiednia adhezja powlok do podtoza
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I eliminacja powstajacych spekan. Konieczna jest obrobka wykanczajaca polegajaca

na spiekaniu powstatych powtok [28].

Jedna z najczesciej otrzymywanych powtok metodg EPD, sg powloki ceramiczne,

np. hydroksyapatytowe [81].
Powlekanie zanurzeniowe

Jest to metoda polegajaca na zanurzeniu probki z okreslona predkoscia
W przygotowanym roztworze, nastepnie pozostawienie jej przez okreslony czas
| wynurzenie roéwniez Zz okre$long predkoscig. Czynno$ci mogg by¢é powtarzane
kilkukrotnie. Po zakonczonym procesie nadmiar cieczy na probce jest usuwany przez

osuszanie, a probka moze podlega¢ dalszych modyfikacjom, np. spiekaniu.

Parametrami decydujacymi 0 charakterystyce otrzymanych powtok, sg min.:
dobdr elektrolitu (lepkos¢, stezenie, szybkos$¢ parowania), predkos¢ i/lub kat

wynurzania/zanurzania, czas zanurzenia, liczba cykli zanurzeniowych, sita grawitacji.

Metoda jest powszechnie stosowana ze wzgledu na jej prostote oraz mozliwo$é
wlaczania sktadnikow aktywnych. Wada powstatych powtok jest brak jednorodnosci
i problem ze spiekaniem w wysokich temperaturach powlok zawierajacych zwiazki

organiczne [79].

Jednym z popularnych polimeréw stosowanych w metodzie zanurzeniowej jest
syntetyczny poli(laktyd-ko-glikolid) (PLGA). Zastosowanie polimeru wzbogaconego
w substancje biologicznie czynne, np. antybiotyk doksycykling, pozwala na zmniejszenie

ryzyka infekcji w kontrolowany sposob [82].
Zol-zel

Modyfikacja powierzchni zol-zel to metoda polegajaca na zanurzeniu probki
w roztworze koloidalnym (zol), ktéry stopniowo ulega polikondensacji, prowadzac

do powstania cienkiej warstwy zelu na powierzchni [28].

Zol tworzy si¢ przez zdyspergowanie czastek w rozpuszczalniku w celu
utworzenia zawiesiny koloidalnej. Dodatek katalizatorow do zolu sprzyja reakcjom
polimeryzacji obejmujacym hydroliz¢ 1 polikondensacje. Stad powstaje zel, ktory
z definicji jest systemem dwufazowym sktadajacym sig z trojwymiarowej sieci i cieklego

rozpuszczalnika uwigzionego W porach sieci. Nastepnie, probka ulega procesowi
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suszenia w celu usunig¢cia nadmiaru ptynu. W metodzie zol-zel potrzebna jest obrobka

cieplna, ktora wzmocni sie¢ i wprowadzi stabilno$¢ mechaniczna.

Metoda zol-zel oprocz swojej wysokiej prostoty charakteryzuje sie niskim
zuzyciem materiatldw, co sprzyja obnizaniu kosztow powlekania. Powstajace powtoki sa
homogeniczne i dobrze przylegajace do podtoza, nawet w przypadku powlekania mocno
ztozonych ksztattow (chociaz nie zawsze udaje si¢ utrzymac jednakowa grubosc).
Do podstawowych wad nalezy pekanie powloki zwigzane z kurczeniem si¢ zelu w trakcie
obrobki cieplnej [79].

Jak dotad powloki zolowo-zelowe na bazie tlenkéw metali stosowano np. W celu
zmniejszenia korozji metalowych implantow, a powtoki sktadajace si¢ ze srebra okazaty

si¢ skuteczne W zapobieganiu infekcji bakteryjnych zwigzanych z implantem [83].
Biomimetyczne osadzanie

Biomimetyczne (nasladujagce natur¢ lub  biologi¢) osadzanie polega
na zarodkowaniu i wzroscie powtoki 0 wilasciwosciach kosciopodobnych. Waznym
czynnikiem w tej metodzie jest odpowiednie aktywowanie podtoza za pomocg roztworu
zasadowego (NaOH) Iub kwasnego (HF Iub HCI), badz przez zastosowanie obrobki
cieplnej [84]. Nastepnie powloki sg zanurzane W symulowanym ptynie ustrojowym
(Simulated Body Fluid, SBF) o stezeniu jonéw odpowiadajacym ludzkiemu osoczu krwi
i utrzymywane w warunkach fizjologicznych (temp. 37 °C ipH 7,4). W trakcie
zanurzenia dochodzi do szeregu reakcji chemicznych. Oczekiwanym rezultatem jest

utworzenie powtoki wapniowo-fosforanowej [79].

Do zalet tej metody nalezy mozliwo$¢ wiaczania do powtoki bioaktywnych
dodatkéw, a dzigki przeprowadzaniu procesu W temp. 37 °C metoda ta moze byc
stosowana na podtozach wrazliwych na wysokie temperatury. Wada jest wydtuzony czas
tworzenia biomimetycznych powlok (nawet kilkanascie dni) oraz problem

z utrzymywaniem statego sktadu i pH roztworu SBF [85].
Natryskiwanie plazmowe

Natryskiwanie plazmowe jest obecnie najczesciej stosowang technikg komercyjng
modyfikacji implantow ortopedycznych i dentystycznych [86]. Polega ono
na naktadaniu stopionych lub ogrzanych materiatow na powierzchni¢ podtoza. Zasada

dziatania opiera si¢ na wykorzystaniu palnika plazmowego, ktory generuje tuk pradu
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statego. Material wtryskuje si¢ do strumienia plazmy i w ten sposdb nastepuje jego
zmigkczenie lub stopienie 1o0sadzenie z duza predkoscia napowierzchni podtoza.
Natryskiwanie plazmowe wykonuje si¢ W rdéznych warunkach ciénienia (niskie

ci$nienie/atmosfera/préznia).

Chociaz ta technika zapewnia doskonate wyniki w przypadku powlekania
metalicznych implantow materiatem CaP/HAp, to bardzo wysokie temperatury procesu
ograniczajagce dobor modyfikowanych materiatdw oraz staba adhezja do podloza,
niejednokrotnic prowadzaca do delaminacji, mata odporno$§¢ napegkanie, brak

jednorodnosci | mata odporno$é na zuzycie, stanowia powazne wady tej metody [79].
Fizyczne osadzanie z fazy gazowej (Plasma Vapor Deposition, PVD)

Zalicza si¢ do metod osadzania prozniowego, ktore opiera si¢ na powstawaniu
pary w postaci atomow, jondw lub czgsteczek z materiatlu wyjSciowego. Metoda ta bazuje
na dwoch mozliwych procesach fizycznych: parowaniu termicznym, ktére powstaje
na skutek ogrzewania materiatu, az preznos¢ pary przekroczy cisnienie otoczenia, lub
rozpyleniu, gdzie rozpedzone jony bombarduja powierzchni¢ materiatu, wybijajac atomy,
jony lub czasteczki podloza. Powstata skondensowana para osadza si¢ napodlozu

tworzac cienkie powtoki [79].

Metoda PVD obejmuje szereg technik, takich jak: osadzanie tukiem katodowym,
osadzanie wiazka elektronow, laserem impulsowym, napylanie magnetronowe,
powlekanie jonowe itp. Jednak dla osadzania bioaktywnych powlok nabazie CaP
osadzanie wigzka jondw I napylanie magnetronowe stanowig najczestsze metody

wytwarzania gtadkich i jednolitych powtok [87].

Ztozono$¢ przedstawionej techniki i stosunkowo wysoki koszt stanowig
podstawowe wady PVD. Do zalet z kolei nalezy mozliwo$¢ wytwarzania powlok

na materiatach wrazliwych temperaturowo.
Chemiczne osadzanie z fazy gazowej (CVD)

Metoda ta réwniez opiera si¢ na tworzeniu pary, jednak jej Zrodlem nie jest stale
lub ciekte zrodto w komorze prozniowe;j (tak jak to byto w przypadku PVD), ale para lub
gaz dostarczone do komory z zewnetrznego zrodta. Wprowadzone opary/gazy osadzajg

si¢ na powierzchni podtoza i w wyniku reakcji chemicznych tworza powloki.
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Do podstawowych technik CVD zalicza si¢: CVD prowadzone W cisnieniu
niskim/ atmosferycznym lub w ultrawysokiej prozni, CVD wspomagane laserem lub
wzmocnione plazmg. Wséréd badan nad powtokami naimplanty ortopedyczne,

najczesciej stosuje si¢ CVD wzmocnione plazma [79].

Zaleta tych metod jest mozliwos¢ osadzania warstw W stosunkowo niskich
temperaturach, jak tez wysoka jako$¢ przy krotkim czasie wytwarzania. Do gtownych
wad zalicza si¢ brak mozliwosci wykorzystywania materialow, ktéore sa lotne
w temperaturze otoczenia, a takze ryzyko powstania toksycznych produktow ubocznych
[88] .

5.1.2. Metody bezpowtokowe

Mechaniczne

Mechaniczna modyfikacja obejmuje obrobke skrawaniem, $rutowanie
I szlifowanie. Jest najprostsza metoda nadania topografii powierzchni, czgsto traktowang
jako metoda posrednia, przygotowujgca powierzchni¢ do dalszych modyfikacji. Wada tej
metody jest pozostawianie na powierzchni pozostatosci materiatdéw powstatych w trakcie

obrobki, np. weglika krzemu z papierow $ciernych [28].
Trawienie

Trawienie powierzchni wigze si¢ z wykorzystaniem kwasu w celu usunigcia
zanieczyszczen 1 warstwy tlenku z powierzchni. Glownym problemem zwigzanym z tg
metodg jest tendencja do osadzania si¢ resztkowych jonéw na powierzchni tytanu, ktore

mogg oddziatywac¢ na sgsiadujace tkanki [28].
Laserowa modyfikacja

Koncentracja duzych gestosci mocy lasera na obrabianym obszarze pozwala

na schropowacenie powierzchni, stworzenie warstwy tlenkowej czy lokalne utwardzenie.

Wzrost zainteresowania laserowa modyfikacja zwigzany jest Z mozliwoscia
lokalnej obrobki, zadowalajaca wydajno$cia procesu, brakiem deformacji przedmiotu
obrabianego, stosunkowo niskimi kosztami, szerokimi mozliwo$ciami modyfikacji

struktury materialu oraz mozliwoscig automatyzacji procesu i jego sterowania [89].
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Elektrochemiczne utlenianie

Anodowanie, znane rowniez jako utlenianie anodowe, to utlenianie metalu
W obecnosci pola elektrycznego. W uktadzie dwuelektrodowym zanurzonym w kapieli,
tytan stanowi anodg, natomiast material obojetny — katodg. Przytozenie pradu
elektrycznego powoduje polaryzacje¢ i utlenianie powierzchni tytanu. Jest to metoda

0 niskim stopniu skomplikowania i niskim koszcie wytwarzania [2].

Przyktadem zastosowania anodowania jest tworzenie nanorurek TiO», szeroko
badanych w kontek$cie materiatbw naimplanty ze wzgledu naich zdolnosé

do promowania osteointegracji poprzez nasladowanie topografii kosci rodzimej [90].

Utlenianie mikrotukowe (Micro-Arc Oxidation MAO/Plasma Electrochemical
Oxidation PEO)

Utlenianie mikrotukowe jest metoda elektrochemiczng polegajaca na osadzaniu
warstwy tlenku na powierzchni anodowej metalowego podloza zapomoca pola
elektrycznego wspomagajacego jonizacje pierwiastkow w wodnym elektrolicie iich
dyfuzje do metalu. W poréwnaniu do standardowego utleniania, MAO wykonuje si¢
w wyzszych warunkach pragdowych i napigciowych [91]. Obrobke MAO prowadzi sig¢
typowo przez 5-180 min przy gestosci pradu w zakresie od 100 do 2000 A/m? i napieciu
do 1000 V [92]. Tak duzy potencjal moze generowaé plazme na powierzchni podioza,

W wyniku czego tworzone sg warstwy.

Regulujac parametry procesu, np. parametry elektryczne, sktadniki elektrolitu,
czas | temperaturg utleniania mozna wytworzy¢ wysoko porowate warstwy poprawiajace
wlasciwosci stopow tytanu poprzez nadanie im topografii isktadu chemicznego
promujacego osteointegracje i aktywnos¢ antybakteryjna. Inne zalety tej techniki to dobra
sita wigzania z podtozem, wysoka twardo$¢, mozliwo$¢ rownomiernego powlekania
metali o skomplikowanych ksztattach geometrycznych, atakze wlaczanie substancji
aktywnych do warstwy. Metoda MAO jest ponadto tatwa w obstudze i ekonomiczna
[93].

5.2.Mikrotukowe utlenianie stopéw tytanu

5.2.1. Mechanizm budowania warstw MAO
Plazmowe utlenianie mikrotukowe mozna podzieli¢ natrzy charakterystyczne

etapy zalezace 0dzmiany napigcia: (i) pierwotne utlenianie anodowe (trwajace
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do osiagnigcia napigcia krytycznego), (ii) dynamiczne MAO (przebiega od napigcia
krytycznego do napigcia maksymalnego), (iii) koncowe MAO w stanie ustalonym

(trwajgce od maksymalnego napigcia az do zakonczenia procesu) [94].

Rysunek 5 przedstawia typowy wykres zaleznosci zmiany napigcia procesu

od czasu oraz etapy temu towarzyszace.
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Rysunek 5 Schematy powigzanych zjawisk podczas procesu MAO [94]

Wytadowania
dielektryczne

R\

Reakcje zachodzace w poszczegolnych etapach zostaly scharakteryzowane przez

wielu badaczy [94], [95] [96], [97].

Pierwszy etap charakteryzuje si¢ liniowym wzrostem napigcia, W ktérym
zachodza reakcje typowe dla konwencjonalnego procesu utleniania anodowego, oparte
na dyfuzji jonéw napedzanych powstalym polem elektrycznym. Na powierzchni probki
dochodzi wowczas do penetracji jonéw tlenu, rozpuszczania podtoza, uwalniania si¢
gazu, az ostatecznie wytworzenia bariery tlenkowej (warstwy pasywnej) prostopadiej

do powierzchni substratu.

W  miar¢  wzrostu napigcia  do poziomu  krytycznego  (napigcie
rozktadowe/przebicia), rozpoczyna si¢ drugi etap procesu polegajacy na przebiciu
dielektrycznym utworzonej warstwy tlenkowej. Nastepuje wowczas obnizenie szybkosci
wzrostu napigcia (spadek nachylenia krzywej zaleznosSci napigcia 0d czasu).
Na powierzchni probki dochodzi do kluczowego w procesie MAO  zjawiska
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wyladowania iskrowego. Wizualnie ten etap objawia si¢ powstaniem licznych matych,
jasnych iskier, ktore pojawiaja si¢ na calej powierzchni i prowadza do powstania wielu

matych porow.

Trzeci etap wiagze si¢ ze wzglednym ustabilizowaniem napigcia. Na powierzchni,
widoczne wcze$niej male, jasne iskry wytadowcze zastgpowane sa rzadkimi, wigkszymi,
pomaranczowymi iskrami — wyladowaniami lukowymi, poruszajagcymi si¢ powoli

po catej powierzchni i prowadzgcymi do powstawania wickszych porow.

Mechanizm budowania warstwy MAQO opiera si¢ W pierwszej kolejnosci
na tworzeniu warstwy tlenkowej, w ktorej jony Ti?" migruja z materialu macierzystego

na zewnatrz, natomiast O% ; elektrolitu do wewnatrz [97].

Reakcje chemiczne powstawania warstwy tlenkowej zachodza nastepujaco

(5.1 -5.4) [97]:
Na granicy Ti/TiO2 (5.1):
Ti—Ti% +2¢e (5.1)
Nastepuje takze w warunkach plazmy rozpad wody na jony tlenowe i wodorowe (5.2):
2H20 — 202 + 4H+ (5.2)

Powstajacy gazowy tlen wydziela si¢ iucieka do atmosfery lub przylega do granicy
elektroda-elektrolit tworzac tlenek tytanu (5.3-5.4):

2H20 — 02+ 4H " +4e” (5.3)
Ti %"+ 202 —TiOx+ 2¢ (5.4)

Na skutek powyzszych reakcji powstaje amorficzna warstwa przylegajaca
do substratu [98]. Dalszy etap zwigzany ze wzrostem napigcia prowadzi do wytadowan
dielektrycznych. W wyniku spadku stabilnosci dielektrycznej w obszarach o niskim
przewodnictwie, w warstwie tlenkowej powstaje kilka odrebnych kanatow
wyladowczych. Na skutek tych proceséw, lokalna temperatura i ci$nienie wzrastajg
odpowiednio do 10 000 K i 1000 MPa - s3 to warunki powstawania plazmy [99]. W tych
warunkach aniony znajdujace si¢ W elektrolicie migrujg do kanatow wyltadowczych
na zasadzie elektroforezy. Jednoczesnie, W efekcie wysokiej temperatury podtoza,

pierwiastki stopowe oddzielaja si¢ i migruja do kanatow wytadowczych, gdzie zostaja
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stopione, anastepnie utlenione. Utleniony material wydostaje si¢ z kanatow
wytadowczych napowierzchni¢ warstwy, gdzie gwattownie zostaje schtodzony
na skutek kontaktu ze znacznie zimniejszym elektrolitem. Procedura ta jest powtarzana
w wielu miejscach roéwnoczesnie prowadzgc do miejscowego tworzenia i pogrubienia
porowatej warstwy tlenkowej [94]. W miedzyczasie porowata struktura tlenkowa jest
takze formowana I pogrubiana przez utlenione gazy uwalniajace si¢ z kanalow
wytadowczych, ktore tworzg charakterystyczny okragly obszar z zagl¢bieniem w $rodku,

przypominajacy strukture krateru wulkanicznego [100].

Charakterystyka  poszczegélnych  etapow  procesu MAO  prowadzi
w konsekwencji do powstania dwuwarstwowej morfologii warstw zbudowanej ze zbitej

warstwy - bariery tworzacej si¢ tuz przy substracie oraz porowatej warstwy zewnetrzne;j.

W celu lepszego zrozumienia fenomenu utleniania mikrotukowego, nalezy blizej

przyjrze¢ si¢ zjawisku pojawiania si¢ plazmy, ktore zostato przedstawione na rysunku 6.

(c) wzrost pgcherzykow, zwigkszenie
rezystancji, zmniejszenie pradu i ochfodzenie
plazmy. Czasteczki prawdopodobnie
uwiezione W oryginalnej formie.

(b) przeptyw pradu przez rozszerzajaca si¢
plazme i uwalnianie ciepta. Ogrzanie czasteczek 88
i ich prawdopodobne odparowanie.

. 'Pla
Particulate, ~ *-‘_ o \‘ Water vapour
. 5
s Soal
. 0

(d) spadek natezenia, zapadniecie sie
plazmy i kondensacja pary wodnej
(podgrzanie elektrolitu).
Kondensacja tlenkéw z plazmy

(a) inicjacja
wytadowan przez
przebicie dielektryczne

kanalow i powstawanie nowych faz
elektroli .
tem z uwigzionych czastek stalych

Rysunek 6 Schematyczny przebieg pojedynczego wyladowania plazmowego w elektrolicie, na podstawie [92]

W etapie ustabilizowanych wytadowan, powierzchnia jest pokryta pecherzykami
gazu, wokot ktorych wystepuje koncentracja jonow dodatnich. Na skutek lokalnego
wysokiego natezenia pola elektrycznego powstatego migdzy ujemnie natadowang
probka, a dodatnio natadowanymi jonami, dochodzi do jonizacji powierzchni wewnatrz

pecherzykow gazowych ipowstania plazmy. Wysokotemperaturowe wytadowanie
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plazmy w kontakcie z zimnym elektrolitem prowadzi do gwattownego ochtodzenia
pecherzyka plazmy i powstania fali uderzeniowej, ktora prowadzi do zapadnigcia sig¢
banki plazmy. Implozja plazmy prowadzi do pojawienia si¢ energii kinetycznej, ktora
przyspiesza jony dodatnie w strong¢ anody, a dalej nast¢puje ich osadzenie na powierzchni
[101], [102].

Morfologia warstw jest S$ci$le skorelowana z warunkami przeprowadzania

procesu.

5.2.2. Determinanty procesu MAO

Istnieja rozne czynniki odpowiedzialne za formowanie warstwy tlenkoweyj.
do czynnikow zwigzanych z elektrolitem naleza: sktad chemiczny, stezenie, temperatura
I pH; do parametrow procesu: nat¢zenie, napigcie i jego czas trwania; zmienne zwigzane
z samym podtozem to: sktad chemiczny i mikrostruktura modyfikowanego materiatu

[94].
Rodzaj elektrolitu

Jednym z kluczowych czynnikow decydujacych o charakterystyce warstwy MAO
jest dobor elektrolitu. Rodzaj jonow znajdujacych sie W elektrolicie wplywa na reakcje
elektrochemiczne zachodzace w trakcie procesu, determinujgc tym samym morfologie
| topografie warstwy, ale takze poprzez wiaczenie danych jonéw do warstwy nadaje jej
okreslone funkcje, np. wptywa na poprawe bioaktywnosci, antybakteryjnosci, odpornosci
na korozje itp. [94], [100].

Elektrolity wykorzystywane w procesie MAO dzieli si¢ na zasadowe, kwasowe
i obojetne. Dodanie KOH lub NaOH do elektrolitu powoduje zmniejszenie opornosci
roztworu i stabilizacje¢ wytadowan, aco zatym idzie, wytworzone warstwy sa
amorficzne, bardziej regularne imniej porowate. Odwrotny mechanizm wystepuje
w srodowiskach kwasnych (np. kwas siarkowy, fosforowy, octowy) i obojetnych
roztworach (siarczan sodu), gdzie wyzsza przewodnos¢ elektryczna prowadzi

do powstania wysoce krystalicznych i porowatych warstw [2].

W zastosowaniu biomedycznym modyfikacji tytanu ijego stopow, najczesciej
spotyka si¢ roztwory zawierajace fosforany, krzemiany i/lub gliniany [103]. Jednak
w przypadku powlok biokompatybilnych wprowadza si¢ do nich zwigzki wapnia

i fosforu. W zwigzku z tym czesto stosuje sie elektrolity zawierajgce octan wapnia,
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kompleks chelatowy EDTA-Ca, glicerofosforan wapnia lub diwodorofosforan wapnia
itp. [94].

Stezenie elektrolitu

Stezenie elektrolitu réwniez wykazuje dodatnig korelacje z morfologia
powierzchni [94]. W pracy [104] wykazano, ze wraz ze wzrostem stezenia NaAlO2 z 10
do 12 g/dm® wzrasta ilo§¢ gazu W kapieli iliczba pecherzykéw osadzajacych sie
na anodzie, zwigkszenie stezenia W elektrolicie prowadzi za$ do skrocenia czasu inicjacji
wyladowan iskrowych, zwigkszenia rozmiaréw mikroporow i do niejednorodnosci
warstwy. Podobne wyniki otrzymata inna grupa badawcza [105], ktora wykazata, ze
wzrost stezenia K2SiOz w roztworze powodowal wzrost S$rednicy i liczby porow

w warstwie wytworzonej na stopie Ti-13Nb-13Zr.
Temperatura elektrolitu

Temperatura procesu jest kolejnym czynnikiem wptywajacym na charakterystyke
warstw MAO [106]. Wskazuje si¢, ze wyzsze temperatury prowadzg do zwigkszonej
migracji reagentdéw, aco zatym idzie, powstawania mniej porowatych warstw.
Dodatkowo, przy wyzszych temperaturach zmniejsza si¢ rozpuszczalno$¢ gazu
w elektrolicie, a pojawienie si¢ wigkszej iloSci pecherzykow gazu na anodzie blokuje
cigglos¢ proceséw elektrochemicznych [107]. W jednej z prac [108] wykazano, ze
grubo$¢ warstwy zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem temperatury, MAO prowadzone
w temperaturze -3 °C doprowadzito do powstania warstwy 0 grubosci rownej

13,6+ 0,8 um, natomiast w 20 °C grubos¢ wynosita 10,8+ 0,4 um.
Mieszanie elektrolitu

Badania prowadzone w kierunku wptywu dziatania mieszania magnetycznego
na powstawanie warstw MAO pokazuja, ze wraz ze wzrostem predkosci mieszania
rébwniez rosnie porowatos¢, chropowato$¢ 1 krystalicznos¢ warstw [109], [110].
Zwiazane jest to ze zintensyfikowaniem procesu poprzez usuwanie pecherzykow gazu
osadzajacych si¢ na anodzie, ktore powoduja zmniejszenie pola powierzchni dla reakcji
elektrochemicznych [111]. Niektorzy autorzy zglaszali, ze maksymalna predkosé
mieszadetka powinna wynosi¢ 300 obr./min, gdyz powyzej tej predkosci powstaje

przeptyw turbulentny, ktory negatywnie wplywa na jednorodnos¢ warstw [112].
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Skilad podioza

Roéwniez dobor sktadu podtoza istotnie wplywa na charakterystyke warstw MAO,
co zwigzane jest z uwalnianiem si¢ jondéw z substratu i wlgczeniem ich do warstwy
tlenkowej [109]. W [113] okreslono charakterystyke powierzchni — warstwy
hydroksyapatytowej na tytanie i stopie Ti-30Nb-1Fe-1Hf wytwarzanej metoda utleniania
anodowego i obrobki hydrotermicznej wykazujac, ze niob moze negatywnie wplywaé

na tworzenie warstw krystalicznych.
Napigcie procesu

Podstawowy  podzial procesow utleniania anodowego W zaleznosci
od stosowanych ~ warunkéw  pragdowych  to:  utlenianie  galwanostatyczne
| potencjostatyczme. W procesie galwanostatycznym nat¢zenie pradu jest stale,
anapigcie ulega zmianie. W procesie potencjostatycznym napigcie jest state przy

zmiennym pradzie [103].

Liczne badania wskazuja, Zze wraz ze wzrostem napigcia, przyspieszane sg procesy
elektrochemiczne prowadzac do zwigkszenia grubosci warstwy. Nalezy pamigtaé, ze
wraz ze wzrostem grubosci naprezenia szczatkowe W powtokach wzrastajg, a uwalnianie

energii moze sprzyjac¢ pgkaniu na granicy faz podtoze/powtoka [114].

Wraz ze wzrostem grubosci warstwy, dorozbicia warstwy dielektrycznej
potrzebna jest wyzsza energia, co prowadzi do wzrostu porowatosci, chropowatosci
| poprawy zwilzalno$ci warstwy tlenkowej. Wyzsze napigcia prowadzg takze
do lokalnego wzrostu temperatury i zintensyfikowanego nadtapiania powierzchni tytanu
I jej rekrystalizacji, zwigkszajac tym samym krystalicznos$¢ TiO: (anataz, rutyl). Wraz ze
wzrostem napiecia ro$nie zawartos$¢ rutylu w warstwie [114]. Niektore badania wskazaty,
ze wraz ze wzrostem napigcia W zakresie od 300 do 530 V obserwowany jest wzrost
skutecznosci antybakteryjnej z 88,3% do 97,22% [115].

NatezZenie procesu

Gesto$¢ pradu rozumiana jako ilo$¢ pradu przeptywajacego przez pole poprzeczne
przekroju, podobnie jak napigcie, silnie decyduje 0 wielko$ci poréw i poziomie
porowato$ci otrzymanych warstw MAO. Wyzsza gestos¢ pradu zwigksza natezenie
wyladowan, powodujac powstawanie wysoce krystalicznych, porowatych warstw

tlenkowych [114].
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Na podstawie badan porownujacych zastosowane wartosci gestosci pradu,
stwierdzono, ze przy wyzszym natezeniu (0,5 A/cm?) powierzchnie charakteryzowaly sie
wyzszg aktywnoscig osteogenng przy nizszej antybakteryjno$ci, W poroéwnaniu

do probek wytworzonych przy gestosci pradu rownej 0,1 A/cm? [116].
Czas trwania procesu

Roéwniez wydtuzenie procesu skutkuje zwigkszong intensywno$cig wytadowania
iskrowego iprowadzi do powstania warstw 0 wigkszej grubosci, porowatosci

i krystaliczno$ci.

Badania wskazuja, ze wysokie napigcie, wysokie nat¢zenie | wydtuzony czas
procesu utatwiaja réznicowanie komorek in vitro i osteointegracj¢ in vivo dzigki
zwigkszeniu powierzchni wiasciwej. Np. w badaniach [114] wykazano, ze dla
najwyzszego napigcia (400 V) skrocenie czasu z 15 min do 10 min w tych samych
warunkach pradowych (32 mA) skutkowato zmniejszeniem rozmiaru poréw. Natomiast
Zhang i in. stwierdzili, ze wzrost czasu trwania procesu MAO od 0,5 do 2 min poprawit
dziatanie antybakteryjne warstw utworzonych w elektrolicie zawierajagcym Ag iZn

przeciwko przylegajacym i planktonicznym bakteriom S. aureus [117].

5.2.3. Bioaktywnos¢ warstw MAQO na stopie tytanu

Miarg bioaktywnos$ci moze by¢ zdolno$¢ danego materiatu do indukowania
apatytu, promowanie odpowiedzi komorkowej oraz uwalnianie czasteczek bioaktywnych

w celu eliminacji zakazen pooperacyjnych.

Stymulowanie wrastania kosci moze mie¢ podtoze morfologiczne, jak
i chemiczne. Badania wskazuja, ze warstwy ceramiczne zawierajace Ca i P moga
znaczaco przyczyni¢ si¢ do zwickszenia bioaktywnosci implantow. Wapn i fosfor, jako
glowne skltadniki kosci cztowieka, sg kluczowymi pierwiastkami sprzyjajacymi
wytracaniu si¢ fosforanu wapnia wokot implantu i sg czgsto stosowane do pokrywania
powierzchni stopow tytanu W celu zwigkszenia bioaktywnosci i skutecznosci implantow,
poniewaz Z literatury wiadomo, Ze tworzenie si¢ apatytu na powierzchni materiatu
sprzyja adhezji osteoblastow itworzeniu nowych komorek, co skutkuje lepszym

wzrostem kosci [118].

Waznym rodzajem badan in vitro sprawdzajacym bioaktywno$¢ jest zdolnosé

powierzchni zanurzonej w symulowanych ptynach ustrojowych lub w roztworze Hanksa,
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0 stezeniu jonow zblizonych do ludzkiego osocza krwi, do tworzenia apatytow [119].
Badania wskazuja, Ze testy zanurzania probek W plynach zblizonych do pltynow
ustrojowych ze sporg doktadnoscig sg W stanie przewidzie¢ wiasciwosci biomateriatlow

w warunkach in vivo [119].

Popularnymi zrodtami wapnia i fosforu wykorzystywanymi w warstwach MAO
sg elektrolity na bazie octanu wapnia, glicerofosforanu lub B-glicerofosforanu, chlorku

wapnia, fosforanu trojsodowego, fosforanu potasu i fosforanu sodu [103].

Kinetyka zarodkowania apatytu zalezy m.in. od sktadu chemicznego, stopnia
krystaliczno$ci, chropowato$ci czy porowatosci powierzchni. Wiele badan wskazuje, ze
nanostruktura korzystnie wptywa na tworzenie si¢ apatytu ze wzgledu na zwigkszona
powierzchnig zarodkowania zwigzang z wiekszymi efektami dyfuzji jonéw Ca?* i PO4>,
Rowniez warstwy krystaliczne majg wigksze zdolnosci promowania zarodkowania

apatytu niz amorficzne [91].

Bioaktywno$¢ warstw wyrazana jest takze w interakcji powierzchni w kontakcie
z komorkami, ktora jest $ci$le zalezna od czynnikéw powierzchniowych, takich jak:
sktad chemiczny, stopien krystaliczno$ci, zwilzalno$¢, topografia, chropowato$¢ czy
porowato$¢ [103]. Do badan odpowiedzi komorkowej wykorzystuje si¢ w warunkach
laboratoryjnych rézne linie komérkowe, do ktorych najczgséciej naleza: mezenchymalne
komorki macierzyste HBMMSC, komorki osteoblastow SAOS-2, komorki
osteoblastopodobne MG-63, komorki zrgbowe szpiku kostnego MSC, mysie linie
komorkowe osteoblastow, czy ludzkie komorki fibroblastow CCD-18Co [106].

Krzakata iin. [120] przeprowadzili badania bioaktywno$ci w symulowanych
ptynach ustrojowych (SBF) oraz badania komorkowe wykorzystujac ludzkie komorki
zrebowe szpiku kostnego (MSC) i wykazali, ze po anodowaniu w kapieli zawierajace;j
Ca(H2P0O2)2 (100 g/dm?®) i H3PO4 (2 mol/dm?) przy napieciu 150 V i obrobce alkalicznej,
stop Ti-6Al-7Nb wykazywat wlasciwosci osteoindukcyjne.

Kazek-Kesik iin. [121], [122] w badaniu biologicznym z wykorzystaniem
komoérek MG-63 uzyskali poprawe bioaktywnosci warstwy stopu Ti—13Nb-13Zr
wykonujac proces MAO w 0,1 M roztworze podfosforanu wapnia (Ca(H2POz2)2)
z dodatkiem fosforanu tréjwapniowego (Caz(POas)2), wollastonitu (CaSiOz) lub proszku

krzemionki (SiO2) 0 zawartoéci od 50 do 150 g/dm?.
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Tsutsumi i in. [123] udowodnili, ze na stopie tytanu TNTZ poddanym obrébce
MAO w elektrolicie glicerofosforanu wapnia i octanu magnezu powstata gruba warstwa
fosforanu wapnia po zanurzeniu w roztworze Hanksa. Z kolei w innych badaniach tej
samej grupy badawczej wykazano, ze na stopie Ti-15Zr-7,5Mo poddanym obrobce MAO
nie zaobserwowano fosforanéw wapnia po zanurzeniu przez 7 dni w roztworze Hanksa.
Woynikato to prawdopodobnie z duzej zawarto$ci Zr w warstwie otrzymanej po procesie

MAO, ktory zmniejszat zdolnos¢ do tworzenia fosforanu wapnia [124].

Z kolei Song iin., napodstawie badan prowadzonych w elektrolicie
zawierajagcym 0,04 mol/dm?® B-glicerofosforanu wapnia i 0,4 mol/dm?® octanu wapnia
wykazali, ze napigcie procesu mieszczace si¢ W granicach od 350 do 500 V sprzyjato

powstawaniu warstwy krystalicznej z jonami wapnia i fosforu po 28 dniach w SBF [125].

Correa i in. [126] z powodzeniem otrzymali warstwy tlenkowe bogate w Ca i P
na stopach Ti-15Zr-xMo przez utlenianie mikrotukowe w elektrolicie sktadajacym si¢
20,15 mol/dm® octanu wapnia i0,10 mol/dm?® glicerofosforanu wapnia. Badania
wykazaly, ze zanurzenie W roztworze Hanksa na7 dni spowodowato zauwazalng

poprawe odpowiedzi bioaktywnej | wyzsza zywotno$¢ osteoblastow.

Mozna zauwazy¢, ze wyniki badan bioaktywnosci rdéznity si¢ W zalezno$ci

od zastosowanego medium, czasu zanurzenia, czy od samych parametréw procesu MAO.

5.2.4. Antybakteryjnos¢ warstw MAQ na stopach tytanu

Przyjmuje si¢ rozne strategie funkcjonalizacji powierzchni MAO zwigkszajace
potencjal antybakteryjny, w tym: modyfikacja morfologii powierzchni prowadzaca
do powstania nanochropowatosci/porowatosci, funkcjonalizacja powierzchni $wiattem
UV, inkorporacja nanoczastek 0 dziataniu antybakteryjnym (np. nanosrebro, nanomiedz,
nanocynk), wprowadzanie antybakteryjnych jonéw metali (np. srebra, miedzi, cynku),
stosowanie antybiotykow (np. gentamecyna, amoksycylina), funkcjonalizacja
powierzchni polimerami o wtasciwosciach antybakteryjnych (np. chitozan), az w koncu
techniki laczace wyzej wymienione strategie W postaci warstw kompozytowych
Z biodegradowalnym polimerem, ktory wydluzy czas uwalniania czynnika biobdjczego

do organizmu [93].

Kazda z metod opiera si¢ na innym antybakteryjnym mechanizmie, do ktérych

nalezg: mechanizmy oparte nauwalnianiu substancji bakteriobojczej, mechanizm
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kontaktowy, mechanizm putapkowy typu “trap & kill”, czyli ,zlap izabij”, czy
mechanizm fotokatalityczny i fototermiczny [94], [127].

Mechanizm oparty na uwalnianiu substancji bakteriobdjczej

Istnieje wiele rozwigzan warstw MAO, ktorych dziatanie bakteriobojcze opiera
si¢  nalokalnym uwalnianiu substancji czynnych, atym samym zmniejszeniu
toksycznosci ogolnoustrojowej | minimalizacji lekoopornosci w stosunku do substancji
czynnych przyjmowanych doustnie. Kierunek postepu prac nad efektywnoscig tej
metody wigze si¢ Z zapewnieniem maksymalnej skutecznosci biobojczej przy

zachowaniu braku cytotoksycznosci, a takze wydtuzeniu efektow terapeutycznych.

Mechanizm kontaktowy

Polega na taczeniu bakterii z powierzchnig implantu poprzez absorpcje fizyczng
lub nieodwracalne wigzanie kowalencyjne. W rezultacie struktura btony bakterii moze
zosta¢ zniszczona przez struktur¢ topologiczng, stan tadunku i/lub sktad chemiczny
powierzchni  implantu, ktore moga prowadzi¢  do wycieku  zawartosci
wewnatrzkomorkowej. Ponadto, niektore powierzchnie kontaktowe moga bezposrednio
zapobiec  tworzeniu  biofilméw  poprzez niszczenie  skltadnikow — w EPS
bez bezposredniego zabijania bakterii. Poniewaz bakterie moga infekowa¢ zaréwno
otaczajacg tkanke, jak | powierzchni¢ implantu, wazne jest, by mechanizm kontaktowy

uzupehiany byt przez mechanizm oparty na uwalnianiu substancji bakteriobdjczych.

Mechanizm pulapkowy typu “trap & kill”, czyli ,,ztap | zabij”

Mechanizm ten oparty jest na dwutorowej strategii przyciagnigcia bakterii,
a nastgpnie ich dezaktywacji np. poprzez zaprojektowanie powierzchni 0 porowatosci
i sktadzie chemicznym sprzyjajacym adhezji drobnoustrojow, a nastgpnie ich
wyeliminowanie poprzez selektywne dziatanie srodkéw bakteriobdjczych ,,ukrytych”
W poczatkowo zapraszajacej warstwie. Przykladem moze by¢ elektrostatyczne
przyciaganie bakterii przez jony srebra, a nastepnie uszkodzenie ich membrany i $mier¢

i/lub uszkodzenie membrany poprzez mechaniczny kontakt z chropowata powierzchnia.

Mechanizm fotokatalityczny i fototermiczny

Metoda ta oparta jest na wytwarzaniu aktywnych form tlenu (Reactive Oxygen
Scavengers ROS) przy uzyciu $wiatla UV, ktére sa w stanie inaktywowac bakterie.
Dezaktywacja bakterii polega min. na zatrzymaniu oddychania, krytycznym uszkodzeniu

DNA, biatek iinnych sktadnikow wewngtrzkomorkowych na skutek nadmiernej
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kumulacji ROS w komorce. Mechanizm fototermiczny wigze si¢ ze zjawiskiem
generowania miejscowego ciepta pod wplywem napromieniowania $wiatlem,
prowadzacym do zakldcenia przepuszczalnosci blony isygnatléw metabolicznych,

denaturacji biatek/enzymow, a tym samym indukowania $mierci drobnoustrojow.

Dzigki wystepowaniu W MAO faz rutylu i anatazu, warstwy moga wykazywac
wilasciwos$ci antybakteryjne wykorzystujagce mechanizm fotokatalityczny. Jednak w celu
zwigkszenia mozliwosci  biobdjczych  iuruchomienia innych  mechanizmow

antybakteryjnych konieczne jest wiaczenie srodkoéw przeciwdrobnoustrojowych.

Z przegladu literaturowego na temat biofunkcjonalizacji warstw MAO wynika,
ze 100% powierzchni zawierajacych Ag, 93% powierzchni zawierajacych Cu, 73%
powierzchni zawierajacych Zn 1100% powierzchni zawierajacych Ag, Cu iZn

spowodowato znaczng (tj. >50%) redukcj¢ tadunku bakteryjnego [128].

Bezposrednie dodawanie czastek do elektrolitu jest skutecznym sposobem
na poprawe roznych wilasciwosci powloki. Czesta praktyka jest wbudowywanie

antybakteryjnych czastek srebra, miedzi, cynku [44], [129].

Pierwiastki Ag, Cu i Zn sa albo catkowicie rozpuszczane w elektrolicie, albo sa
dodawane w postaci nanoczastek, ktore tworza zawiesing. Te pierwsze znajda si¢
W postaci zwigzkdéw chemicznych obecnych na catej powierzchni, podczas gdy te drugie

(NPs) rozprzestrzenig si¢ po powierzchni [128].

Na przyktad Zhang iin. [130] badali wplyw stezenia nanoczgstek miedzi
(0; 0,3 i 3 g/dm®) na zachowanie antybakteryjne warstw MAO wobec bakterii S. aureus.
Probki pokryte Cu NPs wykazaty doskonata aktywno$¢ przeciwbakteryjna poprzez
zabijanie kontaktowe i uwalnianie jonéw, natomiast ocena cytokompatybilno$ci in vitro

ujawnita, ze przy najwyzszym st¢zeniu miedzi pojawia si¢ cytotoksycznosc.

Thukkaram i in. wtaczyli nanoczastki srebra (0,1; 0,5 i 1,0 g/dm®) do komercyjnie
czystego tytanu wykorzystujac metode MAO. Wraz ze wzrostem zawarto$ci srebra rosta
aktywnos$¢ przeciwbakteryjna przeciwko E. coli iS. aureus, gtownie na podstawie

mechanizmu kontaktowego i mechanizmu uwalniania jonow [131].

Niedawno Hengel i in. przeprowadzili proces MAO na probkach wytworzonych
metoda SLM przy uzyciu elektrolitéw opartych na CaP z dodatkiem nanoczastek srebra

i cynku w proporcjach od 0 do 100%. Jony srebra i cynku byly uwalniane z powierzchni
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implantu przez 28 dni. Ponadto powierzchnie generowaly reaktywne formy tlenu
przyczyniajac si¢ W ten sposob do dziatania mechanizmu kontaktowego zabijania
bakterii. Powierzchnie implantow zawierajace do 75% srebra i 25% nanoczastek cynku
catkowicie wyeliminowaly bakterie przylegajace, jak i planktoniczne in vitro.
Dodatkowo, potwierdzono obecnos¢ silnego  synergistycznego zachowania
przeciwbakteryjnego, ktore mozna wykorzysta¢ W celu zmniejszenia ilosci wymaganych

jonow srebra 0 dwa rz¢dy wielkosci [132].

Kolejng strategia na wiaczenie substancji antybakteryjnych jest wykorzystywanie

soli zawierajacych srebro, miedz lub cynk [133]-[135].

Na przyktad, Shimabukuro iin. z powodzeniem wprowadzili cynk do warstw
MAO z wykorzystaniem réznych st¢zen soli cynku ZnCl; (0; 0,5; 1,0; 2,5 mM). Badanie
to przede wszystkim dowiodlo, ze stan chemiczny cynku wbudowanego w warstwe
tlenku odegrat kluczowa role W rozwoju jego dziatania przeciwbakteryjnego.
Poczatkowo wykazano, ze same jony Zn nie wykazywaly zadnej aktywnosci
przeciwbakteryjnej. Jednak w trakcie inkubacji wsoli fizjologicznej, jony Zn?*
przeksztatcity si¢ W nierozpuszczalny tlenek cynku ZnO, ktéry przyczynit si¢
do wytworzenia  reaktywnych  form tlenu iwsposob  posredni  wptlynat
na antybakteryjno$¢. W potaczeniu z wychwytywaniem bakterii przez porowaty
dwutlenek tytanu, autorzy wskazali, ze w ich badaniu zachodzit mechanizm putapkowy

,»ztap 1 zabij” [135].

Oprocz nanoczgstek ijonéw metali, Kkolejng strategia ~wprowadzajaca
antybakteryjno$¢ do warstw MAO jest wykorzystywanie antybiotykow. Jednak w tym
przypadku substancj¢ czynna nie wprowadza si¢ na drodze utleniania mikrotukowego,
ale poprzez tworzenie kompozytéw z polimerami nanoszonymi na uzyskane warstwy
MAO, np. za pomoca metody zol-zel lub powlekania zanurzeniowego, ktore pozwalaja

na kontrolowane uwalnianie substancji aktywnej [82].

Stosowanie soli zawierajacych antybakteryjne zwigzki metali jest bardziej
ekonomicznym sposobem w poréwnaniu ze stosowaniem nanoczastek ze wzglgdu na ich

wysoki koszt.
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6. Zastosowanie = wybranych dodatkow  bioaktywnych

w implantacji

6.1.Zastosowanie srebra

W  zwigzku 2z postgpem badan prowadzonym W kierunku dlugotrwalej
szkodliwosci nanoczgstek naorganizm, potencjalnej toksycznosci komorkowej
i hamowania  osteointegracji, atakze Wwdobie ogoélnoswiatowej  opornosci
antybiotykowej, naukowcy ponownie kieruja swoja uwage ku antybakteryjnym
metalicznym jonom, takim jak srebro (Ag®), ktére posiada silne dziatanie
przeciwbakteryjne o szerokim spektrum, moze przezwyciezy¢ oporno$¢ na antybiotyki
u Gram-dodatnich i Gram-ujemnych bakterii, a dodatkowo jest ekonomicznym

rozwigzaniem W poréwnaniu do kosztownych nanoczastek [136].

Powszechnie uznaje si¢, ze antybakteryjny mechanizm nieorganicznych srodkow
przeciwbakteryjnych polega na uwalnianiu dodatnio natadowanych jonéw metali, ktore
oddziatuja z ujemnie naladowanymi blonami komoérkowymi bakterii, co powoduje
naprzemienno$¢ przepuszczalnosci komorek bakteryjnych, prowadzac ostatecznie
do przerwania  integralnosci  blony  komorkowej i wycieku  cytoplazmy
wewnatrzkomoérkowej [128], [129], [136].

Jednym z gléwnych wyzwan zwigzanych z dodawaniem zwigzkow metalicznych
na bazie soli, w tym srebra, jest dobranie odpowiedniego stezenia i tempa uwalniania
jonow do organizmu, ktore przy zachowaniu oczekiwanego dziatania bakteriobdjczego
nie wywota cytotoksycznosci [129]. Stad opracowanie odpowiednich parametrow
procesu MAO, ktore pozwoli dostosowaé morfologig, grubos¢ i sktad warstwy tlenkowe;j,

sktad i st¢zenie stosowanych dodatkow, jest niezwykle istotne.

Badania wykazaty, ze dla warstw MAO modyfikowanych srebrem, dostosowanie
sktadu powierzchni, gdzie Ag < 1,5% at. iszybkosci uwalniania jondéw
Ag<0,04 mg/m%dzien  zapewnia  odpowiednie  wlasciwosci  antybakteryjne
I kompatybilno$¢ z komorkami osteogennymi bez jakiejkolwiek cytotoksycznosci [137].
Z drugiej strony w badaniach powloki HAp napylanych srebrem (2,05% mas. Ag)
nie obserwowano cytotoksycznosci komorek prekursorowych osteoblastow przy
zachowaniu wiasciwosci antybakteryjnych [138]. W innych badaniach stwierdzono,

ze W zakresie 1,0-3,5% at. Ag, warstwa zachowuje niska toksycznos$¢ i wysokie
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dziatanie przeciwdrobnoustrojowe [139]. Kumar i in. podali, ze minimalne st¢zenie Ag

wymagane dla skutecznosci przeciwbakteryjnej wynosi 0,1 ppb [140].

W badaniach prowadzonych przez Song i wsp., tytan anodowano w roztworze
elektrolitycznym  zawierajgcym 0,04 mol/dm® pentahydratu  soli  disodowej
B - glicerofosforanu i 0,4 mol/dm® monohydratu octanu wapnia, natomiast srebro
wprowadzano w postaci AgNO3w stezeniu 0,00003 mol/dm? lub CH3COOAg w stezeniu
0,004 mol/dm3. Przy wyzszym stgzeniu srebra nie zaobserwowano proliferacji komoérek
MG63, a warstwy MAO byly cytotoksyczne, chociaz zawartos¢ Ag nie przekraczata
0,21-0,45% mas. Antybakteryjnos¢ W obu przypadkach wynosita >99,8% wzgledem
bakterii S. aureus [141].

Z kolei winnych badaniach [142] poréwnano jedno- idwuetapowg metode
wlaczenia srebra. W przypadku jednoetapowej metody MAO wuzyto roztworu
elektrolitycznego zawierajacego 0,15 mol/dm® octanu wapnia, 0,05 mol/dm?
diwodorofosforanu sodu i 0,00025 mol/dm?® azotanu srebra. Podczas gdy w przypadku
metody dwuetapowej do uzyskania warstwy MAO uzyto roztworu zawierajacego tylko
0,15 mol/dm?3 octanu wapnia i 0,05 mol/dm? diwodorofosforanu sodu, a nastepnie probke
traktowano dalej jako katode w elektrolicie zawierajacym 0,0003 mol/dm® AgNOs.
Z warstw otrzymanych dwuetapowo uwalniato si¢ wiecej jondow i uwalnianie to miato
bardziej stabilny charakter niz w przypadku warstw uzyskanych w procesie
jednoetapowym. W obu przypadkach po24 h inkubacji wskaznik dziatania
przeciwbakteryjnego wynosit ponad 99,9% przeciwko E. coli. W zadnym przypadku nie

wykazano cytotoksyczno$ci warstw.

Z wynikow testow antybakteryjnych przeprowadzonych przez grupe badawcza
Shimabukuro i in. wynika, ze wszystkie traktowane MAO probki zawierajace >0,004 mM
Ag wykazaty doskonale dziatanie przeciwbakteryjne przeciwko E. coli. Zwlaszcza E. coli
zostata  calkowicie wyeliminowana W probkach — wykonanych  w elektrolicie
zawierajacym 0,05 mM AgNO3 lub wyzszym. Ponadto, wszystkie probki potraktowane
MAO zawierajace >0,5 mM Ag réwniez wykazywaly doskonate dzialanie
przeciwbakteryjne przeciwko bakterii S. aureus. W tescie proliferacji wiekszo$¢ probek
traktowanych MAO (0,5 mM AgNOs3) wykazata takie same wyniki jak probki
nietraktowane i traktowane MAO bez Ag. Granicznym stezeniem byto 2,5 mM AgNOs,

przy ktorym stwierdzono istotne zahamowanie wzrostu komorek [137].
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W innych badaniach Tsutsumi i in. wykazali, ze progowe st¢zenie AgNOz3 dla
uzyskania wlasciwosci antybakteryjnych stopu TNTZ wynosito od 0,05 do 0,5 mM
[143].

W poréwnaniu do warstw powstatych z elektrolitow z dodatkiem 0,1 lub 0,4 g
AgNO3, wedlig autorow, 0,1 g/dm® AgNOs; wydaje sie byé bardziej obiecujacym
stezeniem dla elektrolitu MAO do syntezy bioaktywnej warstwy na implantach na bazie
tytanu, wykazujac wystarczajacg aktywno$¢ przeciwbakteryjng przy zmniejszonym
ryzyku cytotoksyczno$ci. Jednak wnioski dotyczace potencjalnej biokompatybilno$ci
przeprowadzano na podstawie analizy morfologii otrzymanych warstw iw tescie
zanurzeniowym w SBF, nie przeprowadzono tu natomiast testow komorkowych
sprawdzajacych potencjalng cytotoksycznos$¢. Antybakteryjnos¢ w obu przypadkach
wynosita >97% [144].

W tabeli 4 przedstawiono dane literaturowe odno$nie badan przeprowadzonych

Z uzyciem azotanu srebra jako zrodta jonéw Ag.
6.2.Zastosowanie galu

W  ostatnich latach wzrosto zainteresowanie galem - poOtmetalicznym
pierwiastkiem zorientowanym w 13 (llla) kolumnie w uktadzie okresowym, ktory
wykazuje potencjat W leczeniu choréb zwigzanych 2z kos$émi. Oprdécz zdolnosSci
do stymulowania komorek osteoblastycznych, hamowania resorpcji kosci (poprzez
hamowanie utraty wapnia), poprawy angiogenezy, wlasciwosci przeciwnowotworowych,
gal wykazuje takze znaczace dziatanie antybakteryjne. Cechy te odrdzniajg gal od innych
powszechnie  wystepujacych jonow terapeutycznych i motywujg naukowcow
do opracowywania strategii zwigkszenia efektywnosci wykorzystania galu jako materiat

bioaktywny do zastosowan wielofunkcyjnych [145].

Istniejg 3 podstawowe sposoby dostarczania galu do organizmu: doustne
aplikowanie galu w postaci soli (mata dawka trafia do kosci), dozylne wlewy przez
5-7 dni (czasochtonne) oraz dodawanie galu bezposrednio do wymaganego miejsca

I kontrola jego uwalniania (np. jako aktywny dodatek do powtok) [146].

Gal wystepuje na trzecim stopniu utlenienia (Ga®*") i chociaz sam nie petni zadne;

istotnej funkcji w organizmie, ma istotne podobienstwo do Fe®" (zblizone promienie
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jonowe, potencjatl jonizacji, warto$¢ powinowactwa elektronowego). Dzigki tym
podobienstwom, gal moze wigza¢ si¢ z bialkami poprzez receptory transferryny
wychwytujgce zelazo. Gal po wniknigciu do komorki taczy sie z reduktaza
rybonukleotydowa, odpowiedzialng za replikacje¢ i naprawe DNA oraz zapobiega jego
aktywnosci, czego efektem jest apoptoza (samobdjstwo) komorki drogg mitochondrialng.
Przedstawiony mechanizm destrukcji zachodzi tylko iwylacznie w przypadku
zwigkszenia zapotrzebowania danej komorki na zelazo, a co za tym idzie, zwigkszenia
poboru galu. Taka sytuacja zachodzi m.in. w kontakcie z nowotworem lub z bakteriami.
Zelazo jest kluczowym elementem W metabolizmie bakterii. W trakcie infekcji bakterie
stajg przed problemem deficytu zelaza, gdyz uktad odpornosciowy ogranicza jego
dostgpnos¢ w celu zapobiegania namnazaniu si¢ bakterii. Prowadzi to do powstawania
mechanizmu zwigkszenia powinowactwa do zelaza, ktore skutecznie wykorzystuje gal.
Nie bez przyczyny dziatanie galu kojarzone jest ze strategia ,,Konia Trojanskiego” [85],
[146], [147].

Badania wskazuja, ze gal ma silne dzialanie hamujace wzrost wielu istniejacych
szczepéw Dbakterii: P. aeruginosa, Burkholderia cepacian, E. faecalis, S. aureus,

P. gengivalis, S. pyogenes, S. gordonii, czy P. gingivalis, E. coli [148].

Oprécz wiasciwosci antybakteryjnych i przeciwnowotworowych, gal wykazuje
takze wlasciwosci osteogenne. Mechanizm ten polega na zapobieganiu rozkladowi kosci
na drodze redukcji aktywnosci osteoklastow odpowiedzialnych zaresorpcj¢ tkanki
kostnej, bez negatywnego wplywu na zywotnos¢ osteoblastow. Dodatkowo badania
wykazuja, ze kosci W towarzystwie galu zwigkszajg zawarto$¢ wapnia i fosforu. Zaktada
si¢, ze zastosowanie galu jako dodatek do powlok ceramicznych moze wywotaé efekt

synergii do regeneracji kosci [147].

Pomimo doskonatych wlasciwosci terapeutycznych, gal ma kilka wad
w zastosowaniu, na przyktad Ga®' praktycznie hydrolizuje do nierozpuszczalnego
wodorotlenku ~ w warunkach  fizjologicznych. Co wigcej, uwalnianie Ga®"
w kontrolowany sposob jest trudne. Aby unikng¢ tych probleméw, jony galu sa wiaczane

do innych biomateriatéw, zwigkszajac tym samym warto$¢ uzytkowa [147].

Ga(III), wystepuje m.in. W postaci azotanow, chlorkow i maltolanéw. Ze wzgledu

na mozliwos¢ powstania niebezpiecznego gazowego chlorowodoru niektorzy autorzy
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przestrzegaja przed stosowaniem chlorku galu jako zrodta galu, a w zamian zato
proponuja duzo bezpieczniejszy azotan galu Ga(NOgz)s, ktory rowniez wykazuje
doskonate wtasciwosci terapeutyczne, a ponadto zostat zatwierdzony przez amerykanska

agencje do spraw zywnosci i lekow (FDA) [149].

W ostatnich latach wykonano wiele cennych prac badawczych z udziatem galu
w zastosowaniach medycznych, badano m.in. metalurgiczne wprowadzanie galu
do stopéw tytanu [150] lub wlgczanie jondéw galu do fosforandbw wapnia, m.in.
hydroksyapatytu [151], B-fosforanu tréjwapniowego [152], cementu fosforanowo-

wapniowego [153], czy bioszkta [146].

Istnieje wiele sposobow wiaczania Ga®* do fosforanéw wapniowych, moze on
znajdowa¢ si¢ W strukturze lub by¢ adsorbowany na powierzchni. Proces
domieszkowania polega na srddmiagzszowym wbudowaniu jonu lub jego umieszczeniu
pomiedzy warstwami atoméw. Wpltyw tego, jak jony Ga®" sa domieszkowane lub
podstawione w konwencjonalnych fosforanach, nie zostal jeszcze poznany [154].
Wprowadzanie galu do powlok opierato si¢ glownie na metodzie zanurzeniowej [155],
hydrotermalnej wymianie jonoéw [156], rozpylaniu magnetronowym [157],

czy elektroforetycznym osadzaniu [158].

W literaturze przedmiotu, nie ma wielu badan dotyczacych implementacji galu
na drodze utleniania mikrotukowego. Jednym z przyktadow sa badania na stopie Ti—-6Al-
4V poddanym obrobce MAO w roztworach alkalicznych sktadajacych si¢ z fosforanu
sodu (NasPOs), azotanu galu (Ga(NOs3)s), krzemianu sodu (Na.SiOs) i siarczanu sodu
(NazS04). Wykorzystano elektrolity zawierajace 2-6 g/dm?® azotanu galu, a wytworzone
warstwy zawieraly gal w zakresie od 3,13 do 13,50% mas. Badajac wplyw
poszczegolnych skladnikéw na wiasciwosci powstatych warstw wykazano, ze azotan

galu negatywnie wptywa na formowanie warstw MAO [159].

Inna grupa badawcza podjeta takze badania polegajace do porownaniu dziatania
jonoéw galu i srebra. Cochis i in. przeprowadzili utlenianie mikrotukowe w elektrolitach
z azotanem galu lub azotanem srebra w jednakowym stezeniu rownym 0,004 M. Wyniki
wobu przypadkach wykazaty brak efektow cytotoksycznych, poprawe adhezji
I proliferacji fibroblastow oraz wlasciwosci antybakteryjnych. Ponadto, przeprowadzone

badania in vivo wykazaly wyzszg skuteczno$¢ galu niz srebra w zmniejszeniu kolonii
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bakterii. Jednak w badaniu tym kluczowa rol¢ wykazywato uzycie zwigzku chelatujacego
jony galu (cysteina lub kwas szczawiowy) [160].

W innym badaniu, Cochis i in. przeprowadzili modyfikacje MAO i sprawdzili
wplyw tytanu domieszkowanego srebrem lub galem na lekooporny szczep A. baumannii.
W badaniu wykorzystano nanoczastki srebra (3g/dm?) lub azotan srebra (0,004 M) lub
azotan galu (0,004 M) z dodatkiem cysteiny lub kwasu szczawiowego. Badania wskazaty,
ze probki domieszkowane galem dziataty najlepiej pod wzgledem hamowania rozwoju
bakterii zmniejszajac ich zywotno$¢ w granicach 53-71%. Wszystkie modyfikacje

wykazywaty brak cytotoksycznosci [161].

W literaturze przedmiotu pojawily si¢ badania wykorzystujace azotan galu
do modyfikacji materiatéw otrzymywanych metoda addytywna. Rodriguez-Contreras,
I in. przeprowadzili modyfikacj¢ skafoldow drukowanych metoda 3D (direct inc writing,
DIW), wykorzystujac hydrotermalng wymiang jonowg. Probki moczono zanurzeniowo
W roztworze chlorku wapnia (100 mM), zawierajacym rozne st¢zenia azotanu galu 5, 10,
50 lub 100 mM. Badania wykazaly brak cytotoksycznosci modyfikowanych prébek,
a proliferacja komorek malala wraz ze wzrostem stezenia galu. Badania wilasciwosci
antybakteryjnych wykazaty, ze dla szczepu E. coli zahamowanie wzrostu stwierdzono
tylko przy najwyzszym zastosowanym stezeniu azotanu galu (100 mM), natomiast wobec

bakterii S. aureus probki w ogole nie wykazaly wtasciwosci antybakteryjnych [149].

Jednak powyzsze badania nie uwzgledniaja modyfikacji metodga MAO, a technika
wytworzenia nie jest SLM, a odmienna technika przyrostowa - DIW.

Wedlug najlepszej wiedzy autorki, nie wykonano badan warstw otrzymanych
metoda MAO w elektrolicie zawierajacym azotan galu na materiatach wytworzonych

poprzez selektywnie topienie laserowe.

W tabeli 4 przedstawiono przyktady literaturowe uwzgledniajace badania
przeprowadzone z uzyciem azotanu srebra jako zrodla jonéw srebra, azotanu galu jako
zrodta jonow galu oraz badan uwzgledniajacych porownanie dziatania azotanu galu

i azotanu srebra.
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Tabela 4 Przykiady literaturowe wykorzystujgce elektrolity zawierajgce wapn i fosfor z dodatkiem azotanu srebra i/lub galu do wytwarzania warstw MAO, wraz z parametrami procesu MAO

i wybrang charakterystykq otrzymanych warstw

Stop tytanu | Elektrolit Parametry | Topografia Fazy Zawarto$¢ Ag | Uwalnianie | Antybakteryjnos¢ | Biokompatybilno$é Literatura
procesu powierzchni XRD na powierzchni | Ag
Ag
CP-Ti 0,15 M CA, | 280-320 V | Porowata Anataz, 0,13% at. 3-5 ppb (po | Metodologia: Metodologia: [142]
0,05 M | DC: powierzchnia, rutyl 18 dniach) E. coli, 24 h,
NaH2POs,, 300 Hz, Rozmiar poréw 108 CFU/m. Test MTS, 24 h,
0,25 mM | 50% ok. 1,5 um Badanie bakterii | komoérki: HEP.
AgNO; 6 min. adherentnych.
Fluorescencyjny Wyniki:
Zliczanie kolonii Brak cytotoksycznosci,
wzrost proliferacji
Wyniki: w zwigzku z dodatkiem
>99,9% Ag
bakteriobodjczosci
CP-Ti 0,04 M B- | 380-450 V, | Nieregularna Rutyl, a- | 0,21-0,45% - Metodologia: Metodologia: [138]
GP, 0,4 M | 180 min i chropowata TCP, f- | mas. S. epidermidis iS. | Komérki MC3T3-EL,
CA, morfologia CazP,07, aureus, 24h, 1,6:105 | 5 x 10* kom./cm?, 1, 4,
0,00003M z kulistymi HAp CFU/mL 7 dni, liczenie
AgNO; czastkami Planktoniczne, zestawem CCK-8
i ptatkami zliczanie kolonii +SEM
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Po 24 h: >998

Nie  zaobserwowano

redukcja dzigki | proliferacji  komorek
wlaczeniu  >0,1% | MG63
mas. Ag,
W poréwnaniu
zredukcja  020%
przy braku Ag
Cp-Ti 100 mM | 251 A/m?, | Porowata Anataz, 0,5-3,2% at. Metodologia: Metodologia: [137]
GP, 150 | 10 min warstwa tlenku | a-Ti S. aureus, E. coli, | MC3T3-El, 10 000
mM CA, 0- dla 0 i5 mM 108 CFU/dm3, 24 h | kom/cm?, 1,2,3 dni,
10 mM Ag, Bakterie adheretne, | liczenie komorek:
AgNOs3 5mM Ag jest CCK-§, czytnik
gérng  granicg Wyniki: mikroptytek, test ALP,
tworzenia Po 24 h: >0,05 mM | Analiza zwapnien
warstwy MAO, Ag welektrolicie

nieporowata
powierzchnia
dla 10 mM Ag,

PEO redukcja
bakterii >90%. Przy
2,5mM wynosit
>99,9%

Efekt hamujacy byt
silniejszy

w przypadku E. coli
W poréwnaniu Z S.
aureus

Zliczanie kolonii

Wyniki:
2,5 mM wykazywato

cytotoksycznosé
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CP-Ti, Na;HPO4 200-450 Jednolicie Anataz, 0,2 -0,8% at. - S. aureus, 2 h, - [162]
Ti-40Nb NaOH, V, 5-10 | rozmieszczone | a-TCP, B- 500CFU/ml,
B-Cas(PO4)2, | min, DC czastki B-TCP | TCP planktoniczne,
0,3—1,0 na porowatej Po 2 godzinach:
g/dm3 powierzchni 53% redukcja CFU
AgNO; Z porami
0 wielkosci Zliczanie  Kkolonii,
do 8 um gestos¢ optyczna
Ti-6Al-4V | CA, B-GP | 400 V, 5| Ziarnista Ti, 0,6-2,1% mas. 2,85-3,83 Metodologia: SBF [144]
and 0,11 0,4 | min i iglowa anataz, ppm/dzien, E. coli, 24 h,
g/dm? morfologia rutyl, HA apo 14 10° CFU/mL,
AgNO:; zAg Np 20-30 | i dniach: bakterie
nm CaTiO3 0,20-0,50 planktoniczne,
ppm/dzien liczenie
kolonii+strefa
zahamowania
wzrostu
Po 24 h: redukcja
0974 i99,2%
przez dodanie 0,6
i2,1% mas. Ag,
W poréwnaniu
z redukcjg 022,7%
przy braku Ag.
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Ti-29Nb- 0,15 M CA, | 251 A/m?, | Porowata 0,01% mas. - Metodologia: Hanks [143]
13Ta-4.6Zr | 0,1 M Ca- | 10 min struktura, E. coli, 24 h, 106
GP, rozmiar porow CFU/ml,
0 -5 mM <10 pm planktoniczne
AgNO:3 bakterie
100% martwych
bakterii
W obecnosci 0,01%
mas. Ag po 24 h
Ga
Ti6Al4V Na>SOa, 2-4  min., | Porowata Anataz, 3,13-13,50% - - SBF [159]
Na;SiOs 150-250 struktura, wraz | rutyl, Ti mas.
NasPO, mA/cm? ze  wzrostem
2-6g/dm? zawartoéci  Ga
Ga(NOs)3 mniejsza
grubosé
Ag+Ga
Cp-Ti 0,004M: 295-325 V, | nanometrowe-3 | Ti, Analiza Ag Cis | Metodologia: Metodologia: [160]
Ga(NOs)s/ 10 um, dodatek | anataz, jakoSciowa: po 24 h: 23 | A. baumannii, 72 h, | Saos-2, 10* kom./cm?,
AgNQO;, mA/cm?, galu  obnizyt widoczny  gal | pg/Lem?, adherentne, 1, 4, 7, 14 i21 dni,
Cysteina 10-13 min. | grubo$¢ warstw i srebro po 2 4h brak | zliczanie  Kkolonii, | zywotno$¢  komorek,
(Ciss)/kwas uwalniania. | SEM, ALP, SEM,
szczawiowy mikrofluorescencyjny,
(Oss)
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GaCiss:  4-
21 dni: 1,1-
1,3
ng/Lem?,
GaOss:
wzrost
uwalniania
od 1-7 dni:
62 -120
ng/Lem?,
do21 dnia
ok  70-80
pg/Lem?

AgCis: redukcja ok.
45%,

GaCiss: 53%,
GaOss: 72%

Wyniki:
Brak  statystycznych

roznic miedzy
probkami, brak
cytotoksycznosci.

Po 21 dniach GaOss
wykazywat wWyzsze
ALP.
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Niewiele literatury przedstawia badania stosowania warstw MAO

na drukowanych materiatach przeznaczonych na implantach.

Jedna z grup zbadala wpltyw utleniania mikrotukowego na wiasciwosci stopu
tytanu wytworzonego metoda SLM. W tym celu wykorzystano stop Ti—-6Al-4V oraz
elektrolit wodnego roztworu 0,1 M C4HeCaO4-H20, 0,06 M NapHPO4 i NaOH. MAO
bylo przeprowadzane W trybie pradu zmiennego. Badania wykazaty, ze nierownowagowa
mikrostruktura stopu TC4 powstata na skutek wytwarzania metodg SLM istotniec wpltywa
na proces wzrostu warstw MAO. Migdzy innymi, na powierzchni warstw wytworzyto si¢
wiecej mniejszych poré6w W poréwnaniu Z innymi pracami, co autorzy tlumaczyli
powstaniem struktury o mniejszych ziarnach na skutek zastosowanej metody SLM, co
zapewnilo znacznie wigcej mniejszych kanatow wytadowczych dla procesu MAO.
Dodatkowo, brak wykrycia CaTiOs w badaniu XRD skorelowano z duza powierzchnia
miedzyfazowa na granicach ziaren w stopie TC4 wytwarzanym metoda SLM, przez co

gestos$¢ energii byta niewystarczajaca do przeniesienia CaO do fazy CaTiO3[163].

Z przeprowadzonego przegladu literaturowego mozna zauwazy¢, ze ilos¢ Ag
wbudowanego w powierzchnie materiatow wynosita 1,35 + 1,82% mas. Jednak dane
dotyczace granicznej zawarto$ci srebra, ktora mogta powodowac cytotoksycznosc, byty
rozne W zalezno$ci od warunkow prowadzonych badan. Gal takze miat bardzo rdzne
zakresy aktywno$ci, W zaleznosci od metody jego stosowania, jak i wystepowania

zwiazkow towarzyszacych.

Dziatanie bakteryjne i bioaktywne zalezato od wielu czynnikow, takich jak
zastosowanie $rodka antybakteryjnego ijego dawki, rodzaju testu, wielkosci i rodzaju
inokulum bakteryjnego/zawiesiny komorkowej, morfologii powierzchni, skladu
chemicznego warstwy i stopu, itd. Ponadto przeglad metod wytwarzania i ich wptywu
na mikrostrukture otrzymanego stopu ukazuje istotny, cho¢ wcigz mato poznany, wptyw
na formowanie si¢ warstw MAO. Mechanizmy wlaczania antybakteryjnego srebra lub
galu do materiatow wytworzonych metoda SLM beda si¢ roéznity od tych wytworzonych
metoda tradycyjna.

Wedlug najlepszej wiedzy autorki w literaturze przedmiotu nie badano
poréwnania wlaczania srebra i galu na drodze mikrolukowego utleniania anodowego

na materialty wytworzone metoda selektywnego topienia laserowego.
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7. TEZA, CEL i ZAKRES PRACY

Tezy:

1. Modyfikacja powierzchniowa stopu tytanu zapomocg utleniania
mikrotukowego 0 odpowiedniej kombinacji parametrow procesu i wytworzenie warstw
zawierajgcych wapn i fosfor z dodatkiem srebra lub galu, zwicksza biozgodno$¢ oraz
aktywno$¢ biologiczng implantu tytanowego, nie wplywajac niekorzystnie

na wlasciwosci mechaniczne i adhezj¢ warstw.

2. Nieréwnowagowa mikrostruktura materiatow wytworzonych metoda SLM
istotnie wptywa na proces wzrostu i wiasciwosci warstw MAO wymagajac opracowania
dedykowanej strategii parametrow procesu modyfikacji w stosunku do materiatow

wytwarzanych w konwencjonalny sposob.
Cel gléwny:

Addytywne  wytworzenie stopu tytanu przeznaczonego naimplanty,
z wykorzystaniem technologii selektywnego topienia laserowego (SLM), a nast¢pnie
jego biofunkcjonalizacja za pomoca utleniania mikrotukowego (MAO), w celu oceny
wplywu zastosowanych parametréw na wlasciwosci otrzymanych materiatdéw pod katem

zastosowania na implanty.
Cele szczegotowe:
1.1. Ocena wpltywu parametrow procesu MAO na charakterystyke otrzymanych warstw;

1.2. Ocena wplywu czynnikow bioaktywnych na odpowiedz komorkowa i wiasciwosci

antybakteryjne otrzymanych warstw;

1.3. Ocena wpltywu metody wytwarzania materialu bazowego na zastosowang

modyfikacje.
Cel uzytkowy:

Poprawa skuteczno$ci implantacyjnej biomaterialbw wytwarzanych metoda

druku 3D poprzez minimalizacj¢ przyczyn odrzucania implantow na drodze zmniejszenia
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prawdopodobienstwa wystgpienia wezesnych odczynow zapalnych, poprawy odpowiedzi

komorkowej I przyczepnosci warstwy do podtoza.

Na rysunku 7 przedstawiono uproszczony schemat badan wtasnych.

1. Wytworzenie i preparatyka materialow referencyjnych wytworzonych metoda SLM
i pozyskanych z komercyjnego preta

Charakterystyka materiatow referencyjnych:

e  Mikrostruktura i topografia powierzchni (SEM i MO)
e  Badania sktadu chemicznego (EDS) i fazowego (XRD)
e  Badania mechaniczne (Vickers)

2. Wytwarzanie warstw MAO przy zmiennych parametrach procesu na materiale SLM
Napigcie: 200/300/400 V Czas: 10/15 min Natezenie: 32/50 mA

Charakterystyka warstw MAO wytworzonych przy zmiennych
parametrach:

»  Topografia powierzchni (SEM i AFM)
*  Badania grubo$ci warstw
*  Badania sktadu chemicznego (EDS) i fazowego (XRD)
«  Badania mechaniczne (nanoindentacja, test zarysowania)
*  Badania bioaktywnosci (kat zwilzania i immersja)

3. Wytwarzanie warstw MAO z bioaktywnymi dodatkami: srebra i galu na materiale SLM
Napigcie: 300/400 V Czas: 15 min Natezenie: 83 mA Ag/Ga: 0,3/ 3/ 6 mM
Charakterystyka warstw MAQ z dodatkiem srebra lub galu:

e  Topografia powierzchni (SEM i AFM)
e Badania grubosci warstw (miernik grubosci)
e  Badania sktadu chemicznego (EDS) i fazowego (XRD, FTiR)
e Badania kata zwilzania (tensjometr)
e Badania mechaniczne (nanoindentacja, test zarysowania)
e  Badania szybko$ci uwalniania jonéw aktywnych (MP-AES)
e Badania komoérkowe (MTT)
e Badania bakteryjne (zliczanie kolonii)

4. Wytwarzanie warstw MAO na materiatach referencyjnych: SLM i precie

Napigcie: 300/400 V Czas: 15 min Natezenie: 83 mA

Charakterystyka warstw MAO na réznych materiatach referencyjnych:

e  Topografia powierzchni (SEM i AFM)
e  Badania grubosci warstw (miernik grubosci)
e  Badania sktadu chemicznego (EDS) i fazowego (XRD)
e Badania kata zwilzania (tensjometr)
e  Badania uwalniania jonéw Ag (MP-AES)

Rysunek 7 Uproszczony schemat badan wiasnych
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8. MATERIALY I METODYKA BADAWCZA

8.1.Materialy do badan

8.1.1. Stop tytanu Ti-13Zr-13Nb wytworzony metodg SLM

Cylindryczne probki (krazki 0 $rednicy 20 mm i grubo$ci 3 mm) wytworzono
technikg addytywna selektywnego topienia laserowego (SLM) przy uzyciu sferycznego
proszku Ti - 13Zr-13Nb (TLS Technik GmbH & Co. Spezialpulver KG, Bitterfeld-
Wolfen, Niemcy) o sktadzie chemicznym [164] przedstawionym w tabeli 5 i wielkosci
czastek w zakresie od 20 do 70 pm.

Tabela 5 Skfad chemiczny proszku stopu Ti-13Zr-13Nb

Sklad chemiczny proszku stopu Ti-13Zr-13Nb

Pierwiastek Nb Zr Fe C N (0] H Ti
Stezenie mas. [%0] 13,00 13,00 0,005 0,004 0,019 0,011 0,001 pozostate

Probki zaprojektowano przy uzyciu oprogramowania Materialise Magics
(Materialise NV, Ghent, Belgia). Za pomoc programu CAD modele 3D przeksztatcono
do plikow  *.stl  (formatu napotrzeby drukowania przestrzennego) iwraz
z wygenerowanymi podporami wydrukowano z wykorzystaniem urzadzenia SLM 100
(Realizer GmbH, Borchen, Niemcy) wyposazonego w iterbowy jednotrybowy laser
swiattowodowy CW YLR-100-SM (IPG Laser GmbH, Burbach, Niemcy)
wykorzystujacy dtugos¢ fali 1070 nm.

Doboér parametréw procesu SLM dokonany byl na podstawie wcze$niejszych
badan [164]. Proces odbyt si¢ w ochronnej atmosferze argonu (jako$¢ 4.8), przy uzyciu
lasera 0 mocy 76 W. Srednica plamki wiazki lasera wynosita 120 pm, grubo$é¢ warstw
proszkowych 25 um, czas ekspozycji 40 us, a odlegtos¢ miedzy punktami skanowania 20

pm.

Orientacja probek wzgledem platformy roboczej SLM wyniosta 90°. Natomiast
Sciezka skanowania w ramach jednej warstwy byla naprzemienna (dwukierunkowa),
a w kazdej kolejnej warstwie nastepowat obrot orientacji §ciezki lasera 0 90°, co zostato

schematycznie przedstawione narys. 8.
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(b)

Rysunek 8 Schemat procesu SLM: poczqtek procesu budowania prébki, spiekanie proszku wigzkq lasera wedtug
przedstawionej Sciezki skanowania (a), koncowy etap budowania probek ukazujgcy probki umieszczone

na podporach, kierunek budowania elementu i orientacje wzgledem platformy roboczej pod kgtem 90°(b)

Po procesie drukowania, podpory usunigto mechanicznie z uzyciem obcegow
I obrobki strumieniowo-$ciernej czastkami tlenku glinu (50 pm). Nastepnie, probki
szlifowano mechanicznie na mokro, z wykorzystaniem szlifierko-polerki Saphir 330
(ATM GmbH, Mammelzen, Niemcy) i papieréw $ciernych wykonanych z weglika
krzemu (SiC) o gradacji P150, P500 iP800 um. Po szlifowaniu, probki poddano
trzyetapowemu czyszczeniu i odtluszczaniu przy uzyciu myjki ultradzwigkowej (Sonic
3, Polsonic, Polska) w acetonie, nastgpnie izopropanolu i nakoncu w wodzie
destylowanej (10 min na kazdy etap). Bezposrednio po czyszczeniu, probki suszono

strumieniem powietrza i pozostawiono w temperaturze pokojowej.

8.1.2. Komercyjny stop tytanu Ti-13Zr-13Nb

Do Dbadania wplywu metody wytwarzania probek referencyjnych
na charakterystyke¢ zmodyfikowanej warstwy wierzchniej zastosowano walcowany
na goraco pret ze stopu Ti-13Zr-13Nb dostarczony przez dostawce komercyjnego
(Xi’an SAITE Metal Materials Development Co., Ltd., Xi’an, Chiny) o0 sktadzie

przedstawionym w tabeli 6.

Tabela 6 Skfad chemiczny stopu Ti-13Zr-13Nb

Sklad chemiczny stopu Ti-13Zr-13Nb

Pierwiastek Nb Zr Fe C N O H Ti
Stezenie mas. 13,5- 13,5- 0,06- 0,04 0,01- 0,11 0,001 pozostate
[%%6] 14,00 13,8 0,06 0,02
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Probki zostaty pocigte na krazki 0 srednicy 20 mm i grubo$ci 3 mm. Powierzchnie
probek poddano szlifowaniu, czyszczeniu I suszeniu utrzymujac te same procedury, CO

w przypadku materiatow wytworzonych metoda SLM.
8.2.Modyfikacja powierzchni — wytworzenie warstw MAO

W celu okreslenia wplywu parametrow wytwarzania warstw MAO naich
wilasciwo$ci, proces utleniania mikrolukowego przeprowadzono 2z wykorzystaniem
zasilacza pradu statego (PL-650-0.1, Matsusada Precision Inc., Shiga, Japonia) w Tokyo
Medical and Dental University.

Zmiennymi parametrami procesu byto: napigcie (200, 300 i 400 V), natgzenie (32,
50 mA) oraz czas (15 i 10 min). Gestos¢ pradu wynosita odpowiednio 175 i 283 A/m2,
Proces utleniania mikrotukowego przeprowadzono w mieszaninie 0,1 M glicerofosforanu
wapnia C3H7CaOsP (GP) 10,15 M octanu wapnia Ca(CHsCOQ). (CA) (dalej zwanej
elektrolitem bazowym), stanowiacych zrodto jonéw wapnia i fosforu. Dobor elektrolitu

bazowego dokonany zostat na podstawie wczesniejszych badan [135], [165].

Oznaczenia warstw MAO wytworzonych przy réznych parametrach procesu

przedstawiono w tabeli 7.
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Tabela 7 Oznaczenia warstw MAO wytwarzanych przy zmiennych parametrach procesu: napiecia, natgzenia i czasu

Parametry procesu MAO

Oznaczenie Oznaczenie

prébek prébek Napiecie = Natezenie Czas Elektrolit
wgrupie  w podgrupach [V [MA] [min] ~ !stezenic
[mol/dm?3]

MAO 32 15 200 32 15

MAO_200 MAO_32_10 200 200 32 10

MAO_50_10 200 50 10
MAO 32 15 300 32 15 0,1GP
MAO_300 MAO_32_10 300 300 32 10 0,15CA

MAO 50 _10 300 50 10

MAO 32 15 400 32 15

MAO_400 MAO 32 10 400 400 32 10

MAO 50 10 400 50 10

Kontrola - - - - -

Kontynuacj¢ badan przeprowadzono na zaprojektowanym i zbudowanym
na Politechnice Gdanskiej stanowisku do utleniania mikrotukowego z wykorzystaniem
zasilacza pradu statego (MR100020, B&K PRECISION Corp., Stany Zjednoczone).

Zmiennymi parametrami procesu byly napigcie: 300 1400 V, oraz sktad
elektrolitu: elektrolit bazowy sktadajacy si¢ z GP (Tokyo Chemical Industry) i CA
(Chempur), elektrolit bazowy z dodatkiem trzech stgzen azotanu srebra AgNO3 (AQ)
(Stanlab), elektrolit bazowy z dodatkiem trzech stezen azotanu galu Ga(NO3)s (Ga)
(Sigma Aldrich) oraz elektrolit bazowy z mieszaning azotanu srebra iazotanu galu
w jednym stezeniu. Proces przeprowadzano przez 15 min przy natgzeniu pradu 83 mA

(gestosé pradu 500 A/m?).

Przygotowanie roztworu z azotanem galu rozpoczynano od rozpuszczenia
Ga(NOs)3 wwodzie destylowanej, nastepnie pH roztworu doprowadzano do wartosci 9,0
za pomocg NaOH, a dopiero na koniec dodawano GP i CA i pozostawiano na 12 h przy

ciagglym mieszaniu.
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Oznaczenia warstw MAO wytworzonych w roéznych elektrolitach, przy dwoch

napie¢ciach przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8 Oznaczenia warstw MAO wytwarzanych w zmiennych parametrach procesu: napiecia i skladu elektrolitu

Parametry procesu MAO

Elektrolit
) Napiecie Natezenie Czas
Oznaczenie probek _ [mol/dm?3]
[Vl [MA]  [min]
CA[GP | Ag Ga
MAO_300 300
83 15 0,15] 0,1
MAO_400 400 - -
MAO 300 03Ag 300
83 15 0,15| 0,1 | 0,0003 -
MAO_400_03Ag 400
MAO_300 3Ag 300
83 15 0,15| 0,1 | 0,003 -
MAO_400 3Ag 400
MAO_300 6Ag 300
83 15 0,15| 0,1 | 0,006 -
MAO_400 6Ag 400
MAO_300 03Ga 300
83 15 0,15 0,1 - 0,0003
MAO_400 03Ga 400
MAO_300 3Ga 300
83 15 0,15 0,1 - 0,003
MAO_400 3Ga 400
MAO_300 6Ga 300
83 15 0,15 0,1 - 0,006
MAO_400 6Ga 400
MAO_300_3Ag_3Ga 300 32/50/83 15 0,15| 0,1 | 0,003 | 0,003
MAO_400_3Ag_3Ga 400 32/50/83 15 0,15| 0,1 | 0,003 | 0,003
Kontrola - - - - - - -

W celu okres$lenia wpltywu metody wytwarzania materialu kontrolnego
na charakterystyke warstw MAO, stop Ti-13Zr-13Nb wytworzony metoda SLM
I komercyjny stop tytanu Ti-13Zr-13Nb wytworzony metoda walcowania na goraco
poddano utlenianiu mikrotukowemu w elektrolicie bazowym GP i CA z dodatkiem 0,006
M azotanu srebra. Proces MAO przeprowadzano przez 15 min pod natezeniem pradu

rownym 83 mA.
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Oznaczenia warstw MAO na materiale referencyjnym wytworzonym metoda

SLM i materiale referencyjnym w postaci komercyjnego preta przedstawiono w tabeli 9.

Tabela 9 Oznaczenia warstw MAO w zaleznosci od metody wytwarzani materiafu kontrolnego i napigcia procesu MAO

Oznaczenie Metoda Parametry procesu MAO

wytwarzania Napiecie Natezenie Czas Elektrolit

materiatu [V] [mA] [min] [mol/dm?]
SLM_MAO_300_6Ag SLM 300 83 15
SLM_MAO 400 6Ag 400 83 15  0,1GP
Pret. MAO 300 6Ag Walcowanie 300 83 15 0,15 Ca
Pret MAO_400 6Ag 400 83 15 0,006 Ag
SLM_Kontrola SLM - - - -
Pret_Kontrola Walcowanie - - - -

Rysunek 9 przedstawia schemat wykorzystywanego stanowiska do utleniania

mikrotukowego.

Zasilacz DC

Termometr %

|
. ! - ] Katoda:
Uchwyt z anoda: Ti-13Zr-13Nb +—4@ . ] i

Mieszadlo magnetyczne |

Rysunek 9 Schemat stanowiska MAO

We wszystkich przypadkach utleniania mikrotukowego anode stanowil stop
tytanu Ti-13Zr-13Nb, akatod¢ cylinder ze stali nierdzewnej (AISI 304). Probki
mocowano w uchwycie z politetrafluoroetylenu z wyeksponowang powierzchnia
0 $rednicy 14 mm. Mieszadlo magnetyczne obracajace si¢ z szybkoscig 200 obr./min

zastosowano do wytworzenia turbulentnego przeptywu elektrolitu, a szklane naczynie
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z elektrolitem utrzymywano w tazni chlodzonej woda w celu zapewnienia stalej

temperatury (20£2°C).

Po obrobce MAO, probki przemywano woda dejonizowang i SuUSZONO

strumieniem powietrza.

Grupe referencyjng zwang ,,Kontrolg” stanowitl stop tytanu Ti-13Zr-13Nb
po szlifowaniu, bez wykonanej modyfikacji MAO.

8.3.Analiza przebiegu procesu MAO

Parametry procesu MAO (napigcie, natezenie, czas) byty rejestrowane W sposob
ciggly w odstgpach 0,1 s przez interfejs czujnika (PCD-300A; Kyowa Electronic

Instruments Co., Ltd., Tokio, Japonia).

8.4.Badanie mikrostruktury i powierzchni

8.4.1. Badanie mikrostruktury oraz powierzchni prébek referencyjnych

Obserwacje powierzchni i mikrostruktury probek referencyjnych prowadzono
z wykorzystaniem mikroskopu optycznego (Olympus BX51, Tokio, Japania)
i elektronowego mikroskopu skaningowego (SEM, QUANTA 250 FEG, FEI, Hiszpania).
W celu ujawnienia mikrostruktury, probki poddano polerowaniu i trawieniu roztworem

Kroll’a (HNOs, HF, H20), a nast¢pnie przemyto woda destylowang.
8.4.2. Badanie powierzchni warstw MAO wytworzonych przy zmiennych

parametrach procesu — napigcia, natezenia i czasu

Do scharakteryzowania morfologii powierzchni wytworzonych przy zmiennych
parametrach procesu MAO (rozdziat 2.1-2.2) zastosowano skaningowa mikroskopi¢
elektronowa (SEM; S-3400NX, Hitachi High-Technologies Corp., Tokio, Japonia).

Topografie, chropowatos$¢ i $rednicg porow oceniono za pomoca laserowego

mikroskopu skaningowego (LSM; Olympus LEXT OLS4100 3D, Tokio, Japonia).

Grubo$¢ warstw MAO mierzono za pomocg miernika grubosci Elcometer 456

(Elcometer Inc, Michigan, MI, USA) w zakresie 0—1500 um z doktadnos$cig +1%.
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8.4.3. Badanie powierzchni warstw MAO wytworzonych przy zmiennym

sktadzie elektrolitu i zmiennym napieciu

Obserwacje morfologii powierzchni z dodatkami bioaktywnymi
i antybakteryjnymi (rozdziat 2.3) na materiale referencyjnym wytworzonym metoda
SLM oraz komercyjnym precie (rozdzial 2.4) przeprowadzono na skaningowym
mikroskopie elektronowym (SEM, QUANTA 250 FEG, FEI, Hiszpania). Srednice porow
zmierzono przy uzyciu otwartego oprogramowania Java ImagelJ 1.51k (n=250)

I przedstawiono w formie histogramow.

Grubos¢ warstw okreslono z wykorzystaniem miernika grubosci powtok FMP10

(SN100146594, Helmut Fischer GmbH, Sindelfingen, Niemcy).

Topografi¢ oraz chropowato$¢ powierzchniowg (Sa) oceniono przy uzyciu
mikroskopu sit atomowych (AFM, Nanite AFM, Wielka Brytania) w trybie
bezstykowym z sita 55 mN na powierzchni 50x50 um (n=3).

Srednie wartoéci chropowatoéci (Ra) 0szacowano zapomoca profilometru
kontaktowego z oprogramowaniem EVOVIS (Hommel Etamic Waveline, Jenoptik, Jena,
Niemcy). Test zostal przeprowadzony na odcinku pomiarowym I,= 12,5 mm przy

predkosci pomiaru 0,50 mm/s (n=6).

Przekroje warstw z dodatkami bioaktywnymi i antybakteryjnymi obserwowano
za pomocg mikroskopu SEM (Phenom™ XL G2 Desktop SEM, Thermo Fisher

Scientific, USA), natomiast grubo$¢ zmierzono przy uzyciu programu ImageJ.

8.5.Badanie skladu chemicznego i fazowego

8.5.1. Badanie sktadu chemicznego i fazowego warstw MAO wytworzonych

przy zmiennych parametrach procesu MAO — napigcia, nat¢ienia i czasu

Sktad pierwiastkowy probek wytworzonych przy zmiennych parametrach procesu
MAO (rozdziat 2.1-2.2) analizowano zapomoca spektrometrii rentgenowskiej

z dyspersja energii (EDS, S-3400NX, Hitachi High-Technologies Corp., Tokio, Japonia).

W celu scharakteryzowania struktury krystalicznej probek, przeprowadzono
dyfrakcje rentgenowska (XRD, Bruker D8 Discover, Bruker AXS KK, Jokohama,

Japonia).
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8.5.2. Badanie skladu chemicznego i fazowego warstw MAO wytworzonych

przy zmiennym skiladzie elektrolitu i zmiennym napieciu

Sktad pierwiastkowy probek z dodatkami bioaktywnymi i antybakteryjnymi
(rozdziat 2.3) namateriale referencyjnym wytworzonym metoda SLM oraz
komercyjnym precie (rozdziat 2.4) okreslono przy uzyciu EDS (QUANTA 250 FEG, FEI,
Hiszpania). Natomiast do analizy ich sktadu fazowego uzyto XRD (Philips X'Pert Pro,

Almelo, Holandia).

Widma w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR) rejestrowano za pomocg
spektrofotometru (Perkin Elmer Frontier, USA) z rozdzielczoscig 2 cm™ w zakresie

widmowym od 600 do 4000 cm™.

Badanie sktadu pierwiastkow w przekrojach analizowano za pomocg EDS
(SEM/EDS, Phenom™ XL G2 Desktop SEMhermo, Fisher Scientific, USA).

8.6.Badania mechaniczne i nanomechaniczne

Wilasciwosci nanomechaniczne warstv  MAO, tj. twardo$¢, maksymalng
glebokoséé odcisku, modut Younga i wspotczynniki: Ecoating/Esubstrate, H/E, H3/E? zbadano
za pomocg nanoindentera (NanoTest Vantage, Micro Materials Ltd., Wrexham, Wielka
Brytania) z wykorzystaniem wglebnika Berkovicha o ksztalcie trojbocznego rombu
piramidalnego o0 kacie wierzchotkowym rownym 124,4°. Badania przeprowadzono
z maksymalng sita 50 mN, czasy obcigzania i odcigzania wynosity odpowiednio 20 i 15
s, przy maksymalnym obcigzeniu przez 5 s. Twardos$¢ (H), zredukowany modut Younga
(Er) oraz warto$ci modutu Younga wyznaczono metodg Olivera-Pharra [166], w oparciu
0 program do analizy wynikéw NanoTest. W celu przeliczenia zredukowanego modutu
Younga na modut Younga przyjeto nastgpujace wspotczynniki Poissona: dla powtok
ceramicznych 0,3, natomiast dla materiatow referencyjnych 0,4 [167]. Dla wszystkich

badanych probek wykonano dwadziescia pi¢¢ niezaleznych pomiaréw (n=25).

Dodatkowo, w celu zbadania twardosci probek referencyjnych Ti-13Zr-13NDb,
probki poddano badaniu twardos$ci z wykorzystaniem mikrotwardos$ciomierza (FM-800,
FUTURE-TECH, Kawasaki, Japonia) z wglebnikiem Vickersa, pod obcigzeniem
490 mN.
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8.7.Badania sily adhezji warstw MAO do podloza

Badanie sity adhezji warstw MAO do materiatu rodzimego przeprowadzono
stosujgc  technik¢ nanozarysowania (ang. nanoscratch test) z wykorzystaniem
nanoindentera z modutem NanoTest™ Vantage (Micro Materials, Wrexham, Wielka
Brytania) przy uzyciu wglebnika Berkovicha. Zastosowano obcigzenie maksymalne 400
mN, predkos¢ obcigzenia 1,3 mN/s, dlugos¢ rysy 1000 um. Sposéb obcigzania byt
liniowy i ciagty (z liczbg powtorzen n =10).

W sytuacji, gdy analiza wynikéw nie byla jednoznaczna, ocen¢ prowadzono
nakilka sposoboéw: analizujac gwaltowna zmiang sily tarcia w trakcie badania
skorelowang z gwattowng zmiang gtgbokos$ci wglebnika i charakterystyka krzywej emisji
akustycznej. Wyniki poroéwnano z obrazem mikroskopowym i natej podstawie
wyznaczono obcigzenia krytyczne prowadzace do deformacji kohezyjnej (Lci),
odksztatcenia adhezyjnego (Lc2), az do catkowitej delaminacji warstwy (Lcs).

W sytuacji, gdy obraz mikroskopowy byt jednoznaczny (np. widoczny brak
rozwarstwienia), zachowanie si¢ warstw pod wplywem testu zarysowania oceniono
za pomocg analizy topografii przed i po zarysowaniu zestawionej z krzywa sity tarcia
zalezna od obcigzenia i obrazem uzyskanym przy uzyciu mikroskopu SEM (QUANTA
250 FEG, FEI, Hiszpania).

8.8.Pomiary kata zwilzania

Zwilzalno$¢ powierzchni wyznaczono poprzez pomiary kata zwilzania (CA)
metoda spadajacej kropli przy uzyciu tensjometru optycznego (Attention Theta Life,
Biolin Scientific, Espoo, Finlandia). Zastosowang cieszg byla woda destylowana,
a objetos¢ kropli wynosita okoto 2 ul/probke. Odczyt przeprowadzano po wstepnym
ustabilizowaniu kropli po 9 s, przy uzyciu programu OneAttension (Biolin Scientific,

Espoo, Finlandia) (n=6).
8.9.Badania bioaktywnosci

Zdolnos¢ tworzenia fosforanéw wapnia na warstwach MAQO oceniano za pomoca

testu zanurzeniowego w roztworze Hanksa (0,005 dm?®) o wartosci pH 7,4 i stezeniu
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jonow zblizonym do ptynu pozakomoérkowego. Sktad chemiczny roztworu Hanksa

przedstawiono w tabeli 10.

Tabela 10 Skfad chemiczny roztworu Hanksa

Sklad chemiczny roztworu Hanksa [g/dm?]

MgCIz Na,HPO;4 MgSO4
Sklad NaCl  NaHCO;  KCl  KHPOs -0 CaCl, o >* P
Stezenie 8,00 0,35 040 0,06 010 014 0,06 0,06
[9/dm?]

Probki zanurzono W roztworze w temperaturze 37°C na72 godziny.

Po ekspozycji probki ptukano w wodzie dejonizowane;.

Charakterystyke warstw 0ceniano za pomoca skaningowej mikroskopii
elektronowej (SEM; S-3400NX, Hitachi High-Technologies Corp., Tokio, Japonia)
i spektrometrii rentgenowskiej z dyspersjg energii (EDS; S-3400NX, Hitachi High-

Technologies Corp., Tokio, Japonia).

8.10. Badania szybkoSci uwalniania bioaktywnych

I antybakteryjnych dodatkow

Szybko$¢ uwalniania jonow galu isrebra z warstw MAO do roztworu PBS
(Merck, Darmstadt, Niemcy) (tabela 11), analizowano za pomocg optycznej emisyjnej
spektrometrii ze wzbudzeniem w plazmie mikrofalowej (4210 MP-AES, Agilent, Santa

Clara Kalifornia, Stany Zjednoczone).

Probki zanurzono w 5 ml PBS, pH 7,4 i inkubowano w temperaturze 37°C przez
trzy odcinki czasowe: 1, 3i 7 dni. Zarowno dla oznaczania srebra, jak i galu zastosowano
dwie dlugosci fal, aby zapewni¢ wysoka jakos¢ wynikow (Ag - 328,075 nm; 338,289 nm;
Ga- 417,205 nm; 403,300 nm). Dla kazdej dtugosci fali wyniki uzyskano w czterech
powtdrzeniach. do wdrozenia techniki kalibracji zewngtrznej uzyto odczynnikow klasy

ICP.

Tabela 11 Skiad chemiczny roztworu PBS

Sklad chemiczny roztworu PBS [mol/dm?]

Sklad NaCl KCI Bufor fosforanowy

Stezenie [mol/dmd] 0,14 0,003 0,01
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8.11. Badania odpowiedzi komorkowe;j

8.11.1. Hodowla komorek

Lini¢ komorkowag hFOB 1,19 (RRID: CVCL 3708) otrzymang z ATCC
(American Type Culture Collection) zastosowano jako model ludzkich osteoblastow.
Komorki hodowano W mieszaninie 1:1 pozywki Hama F12 ipozywki DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium) (bez czerwieni fenolowej), uzupetionej 0,3
mg/ml G418 (Selektywny antybiotyk Geneticin™) i 10% FBS (Fetal Bovine Serum).
Wszystkie produkty zostaty dostarczone z firmy Gibco (Thermo Fisher, Scientific, USA).
Hodowle komodrkowa prowadzono w temperaturze 34°C w wilgotnej atmosferze
sktadajacej si¢ z 5% CO2 i 95% powietrza. Liczba pasazy przed kazdym do$§wiadczeniem
wynosita 2.

8.11.2. Test Zywotnosci

Test zywotnosci komorek - MTT przeprowadzono w celu zmierzenia aktywnosci
dehydrogenaz mitochondrialnych. MTT jest metabolizowany przez dehydrogenazy

do produktow niebieskiego formazanu przez zywe komorki.

Komérki hFOB 1,19 0 gestosci 0,04 min/cm? wysiano bezposrednio na probki
W trzech powtorzeniach iumieszczono w sterylnej ptytce 12-dotkowej. Komorki
inkubowano przez 24 i 72 h w temperaturze 34°C. Odpowiednio po 24 i 72 h, do probek
dodano $wiezg pozywke z 0,60 mM/L MTT i hodowle kontynuowano przez kolejne 4 h.
Wytwarzanie formazanu 0znaczano iloSciowo Za pomoca pomiaru

spektrofotometrycznego przy dtugosci fali 570 nm [168].

Zywotno$é¢ komoérek na probkach zmodyfikowanych obliczono i wyrazono jako
wzgledne warto$ci procentowe W stosunku do kontroli — stopu Ti-13Zr-13Nb
bez modyfikacji MAO, natomiast zywotno$¢ komoérek nastopie Til3Zr13Nb
bez modyfikacji MAO wyrazono jako wzgledne wartosci procentowe W stosunku

do komorek wysianych na dotku.
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8.12. Badania skutecznosci przeciwbakteryjnej

8.12.1. Hodowla bakterii

W celu zbadania skuteczno$ci przeciwbakteryjnej badanych warstw MAO
zastosowano jeden szczep Staphylococcus aureus (ATCC 25923), jako patogenng
bakteri¢ Gram-dodatnia i jeden szczep Escherichia coli (ATC 25922), jako patogenna
bakteri¢ Gram-ujemng. Bakterie hodowano W pozywce Bacto™ Tryptic Soy Broth (TSB,
Becton Dickinson) w temperaturze 37°C przez 18 h (inkubator ES-20/60, Biosan),
a nastepnie rozcienczono do 108 jednostek tworzacych kolonie (CFU)/mL w roztworze

soli fizjologicznej i zastosowano jako inokulum testowe.

8.12.2. Okreslenie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej

Uprzednio wysterylizowane probki umieszczono w jatowych szalkach Petriego.
na kazda probke nakroplono 200 pl inokulum, a nastgpnie inkubowano w temperaturze
37°C odpowiednio przez 4 i24 h (n=3). Aby zapewni¢ odpowiednig wilgotno$é
srodowiska, dno szalek Petriego wypetliono woda dejonizowang, tworzac tym samym

faznig.

W celu okreslenia catkowitej liczby bakterii planktonowych (nieprzylegajacych)
po odpowiednim czasie inkubacji, z kazdej probki pobrano 200 pl inokulum i wykonano
seryjne rozcienczenia na agarze Mueller Hinton (Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy),

a nastepnie policzono szczepy bakterii.

W celu okreslenia liczby przylegajacych bakterii (biofilmu), przeprowadzono
szereg krokow majacych nacelu usunigcie nieprzylegajacych bakterii i odstoniecie
biofilmu. Na poczatku, probki umieszczono w sterylnych 12-dotkowych ptytkach
do hodowli tkankowych i trzykrotnie delikatnie przeptukano 1 ml soli fizjologicznej
buforowanej fosforanami (PBS). Nastepnie, probki zanurzono w 1 ml saponiny 0,5%
I inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37°C. Potym czasie, powierzchnig
intensywnie sptukiwano (30 razy kazda z probek), wykorzystujgc w tym celu saponing,
w ktorej probki byty inkubowane. Liczbe bakterii W otrzymanej zawiesinie okreslano tg
samg technika, co w przypadku bakterii planktonowych — seryjnymi rozcienczeniami

na agarze Muellera-Hintona.
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Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa bakterii planktonicznych i adherentnych

obliczong za pomoca wzorow [169]:

Dla bakterii planktonowych aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg okreslono

na podstawie wspotczynnika redukcji (R) obliczonego wedlug wzoru (8.1):
R=Ai—B (8.1)

gdzie Ai jest logarytmem poczatkowej liczby bakterii w podstawowym (nietraktowanym)
inokulum, a B jest logarytmem liczby zywych bakterii na warstwach MAO.

Dla bakterii adherentnych aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa okreslono

na podstawie wspotczynnika redukcji (R) obliczonego wedtug wzoru (8.2):
R = Ac- B (8.2)

gdzie Ac jest logarytmem liczby bakterii w zawiesinie kontrolnej (Ti-13Zr-13Nb
bez warstwy MAQ), a B jest logarytmem liczby zywych bakterii na warstwach MAO.

We wszystkich przypadkach R > 2 oznaczalo aktywno$¢ biobdjcza testowanych

materialow.

Otrzymane wyniki zostaly sklasyfikowane nastgpujaco:

e brak aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej: redukcja wzrostu drobnoustrojow
0 <0,5 log (redukcja <68,4%);

o niewielka aktywno$§¢ przeciwdrobnoustrojowa: zmniejszenie  wzrostu
drobnoustrojoéw 0 0,5-1 log (redukcja od <68,4% do <90%);

e Srednia  aktywno$¢  przeciwdrobnoustrojowa:  zmniejszenie = wzrostu
drobnoustrojéw 0 >1 do < 2 log (zmniejszenie 0 90% do <99%);

e dobra aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa: redukcja wzrostu drobnoustrojow
od 2 do <3 log (redukcja od 99% do <99,9%);

e bardzo dobra aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa: redukcja wzrostu

drobnoustrojow >3 log (redukcja >99,9%).

Dodatkowo, % redukcji zinterpretowano pod wzgledem aktywnosci bakteriobojcze;j:
>99,9% redukcji inokulum Iub aktywnos$ci bakteriostatycznej: od 90 do 99,9%

redukcji inokulum, kazdego testowanego materiatu.

94


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

8.12.3. Badanie stanu fizjologicznego bakterii - obserwacje LIVE/DEAD

Ocene stanu fizjologicznego bakterii przeprowadzono za pomocg barwienia
fluorescencyjnego  LIVE/DEAD, ktéore polega naocenic cigglosci  blon

cytoplazmatycznych, a tym samym okresleniu zywotno$ci bakterii.

Po 4 h inkubacji z bakteriami, probki delikatnie przeptukano przy uzyciu roztworu
PBS, wybarwiono zestawem do barwienia LIVE/DEAD (BacLight™ Bacterial Viability
Kit, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA) oraz obserwowano przy uzyciu

konfokalnej laserowej mikroskopii skaningowej (IX51 Olympus, Japonia).

8.12.4. Obserwacje morfologii bakterii

Wptyw warstw  MAO naadhezje bakterii do podtoza po4 h inkubacji
obserwowano z wykorzystaniem mikroskopu skaningowego (SEM, Phenom™ XL G2
Desktop SEM, Thermo Fisher Scientific, USA).

Przygotowanie probek do obserwacji obejmowato procedure utrwalenia bakterii
na probkach, wedlug nastgpujacych krokow: inkubacja probek w 3% aldehydzie
glutarowym (4 h), nast¢pnie probki przemywano w 0,1 M buforze fosforanowym
i odwadniano w serii stezen C2H5OH (50%—-100%). Kolejno, probki inkubowano przez
30 s w heksametylodisilazanie (HMDS). po utrwaleniu probki suszono w powietrzu
przez 24 h i napylono srebrem.

8.13.  Statystyka

Analize statystyczng danych przeprowadzono zapomoca komercyjnego
oprogramowania OriginPro 64 (OriginLab, Northampton, MA, USA). Do oceny rozktadu
normalnego danych zastosowano test Shapiro-Wilka. Wszystkie wyniki przedstawiono
jako $rednig + odchylenie standardowe (SD) i poddano analizie statystycznej za pomoca
jednoczynnikowej analizy wariancji (jednokierunkowa ANOVA). Wielokrotne
poroOwnania Z grupg kontrolng miedzy srednimi przeprowadzono przy uzyciu testu t

Bonferroniego ze statystyczng istotnoscia p < 0,05.

Natomiast analiz¢ statystyczng wynikow badan bakteryjnych przeprowadzono
za pomoca komercyjnego oprogramowania IBM SPSS Statistics 27 (IBM, New Yourk,

USA). Do oceny rozktadu normalnego danych zastosowano test Shapiro-Wilka.
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Wszystkie wyniki przedstawiono jako $rednig = odchylenie standardowe (SD) i poddano
analizie statystycznej zapomoca wieloczynikowej analizy wariancji (multi-factor

ANOVA) wraz z testem post-hoc Bonferroniego ze statystyczng istotnoscig p < 0,05.

Ewentualny brak oznaczen zaleznosci statystycznych wsrod niektorych wynikow,

oznacza brak stwierdzonego rozktadu normalnego tych danych.
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9. WYNIKI

9.1.Charakterystyka stopu Ti-13Zr-13Nb wytworzonego metoda
SLM

Na rysunku 10 przedstawiono obrazy makroskopowe (a, b) oraz obrazy
mikroskopowe SEM (a’, b’) stopu tytanu wytworzonego metodg selektywnego topienia

laserowego.

(a") _ (b'

10 pm

Rysunek 10 Obraz makroskopowy (a, b) imikroskopwy SEM (a’, b’): prébek SLM (a, a’) oraz prébek SLM

po szlifowaniu (b, b°)

Mozna zauwazy¢, ze ha probkach przed szlifowaniem (a, a’) wystepuja liczne
niestopione czgstki proszku 0 roznej morfologii i roznych rozmiarach, ktore na skutek

szlifowania catkowicie zostaly usunigte (b, b’).

Wsréd  wigkszych  czasteczek proszku  mozna zauwazy¢ potaczenie
Z powierzchnig przy pomocy ,,podpory” z nadtopionego materiatu, podczas gdy mniejsze
czagstki proszku grupowaly si¢ iluzno pokrywaly powierzchni¢ probki lub inne

niestopione czastki proszku.
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Na powierzchni probek po szlifowaniu (b’) zauwazono wyraznie widoczne rowki
charakterystyczne dla drobnoziarnistego papieru S$ciernego. Morfologia probek
po szlifowaniu charakteryzowata si¢ warstwowoscia, specyficzng dla materiatlow

wytwarzanych metodg SLM oraz ujawnita mikroporowatos¢.

9.2.0cena wplywu parametréw procesu MAO na charakterystyke
powstalych warstw
9.2.1. Charakterystyka procesu MAO

Charakterystyke przebiegu procesu MAO analizowano na podstawie krzywych

zaleznosci napigcia 0d czasu i natgzenia pradu od czasu, jak pokazano na rysunku 11.

Charakterystyka krzywej jest typowa dla procesu MAO, w ktorym zmiany
napi¢cia mozna podzieli¢ na trzy etapy [170]. W pierwszy etapie widoczny jest liniowy
wzrost napigcia skorelowany ztworzeniem si¢ poczatkowej warstwy tlenkowe;.
W drugim etapie nastgpuje powolny wzrost napi¢cia, co odpowiada poczatkowi procesu
utleniania mikrotukowego, w ktérym warstwa tlenku ulega rozbiciu tworzac kanat
wytadowania. W miar¢ postepu reakcji, wraz ze wzrostem grubo$ci warstwy, napigcie
stale ro$nie. Podczas ostatniego etapu procesu MAO napigcie oscyluje W poblizu plateau
z widocznymi licznymi odchyleniami warto$ci napigcia, zwigzanymi z pojawianiem si¢

iskier wytadowczych.

Podobnie, analizujagc krzywa =zalezno$ci nat¢zenia pradu od czasu, mozna
zauwazy¢, ze natgzenie pradu maleje wraz ze wzrostem czasu trwania procesu.
W pierwszym etapie prad jest staly i utrzymuje najwyzszg warto$¢ dzigki tworzeniu si¢
zwartej i cienkiej warstwy tlenku (co skutkuje lepsza przewodno$ciag powierzchniows).
Gdy uktad osiagnie ustalony potencjat, zaczyna dochodzi¢ do przebicia dielektrycznego
tych warstw | wytadowania mikrotukowego. Wraz ze wzrostem warstwy przewodnictwo
maleje, rezystancja elektryczna probki wzrasta, a gestos¢ pradu maleje [171]. Wreszcie,
grubos¢ warstwy zapobiega przebiciu dielektryka, a prad przyjmuje minimalne wartosci

W poblizu odcinka plateau nat¢zenia pradu.

Analiza krzywych zostata skorelowana z obserwacjami  optycznymi.
W pierwszym etapie na powierzchni materiatbw widoczne byly pecherzyki gazu.

Podczas drugiego etapu pojawialy si¢ biate idrobne iskry elektryczne, ktore wraz
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z uptywem czasu Stawaty si¢ wigksze 1 bardziej intensywne. W trzecim etapie proces
MAO zmieniat si¢ W zaleznosci 0d parametréw procesu. Gdy obrobkg MAO prowadzano
przy napieciu 400 V, wytadowania plazmy stawaly si¢ silniejsze, a ich liczba malata.
W przeciwienstwie do tego, gdy utlenianie przeprowadzono przy 200 V, po osiggnieciu
maksymalnego napigcia iskry wyladowcze staty si¢ stabe ibylo ich mniej. Mozna
zauwazyC, ze intensywno$¢ utleniania mikrotukowego wzrasta wraz ze wzrostem
warto$ci maksymalnego napiecia. Obecnos¢ impulsow na krzywych wskazuje
na okresowy charakter wytadowan elektrycznych. Najwigksze przebicie dielektryczne

zaobserwowano przy przytozonym maksymalnym napieciu 400 V.
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Rysunek 11 Krzywe zaleznosci napigcia 0d czasu (a—C) i natezenia prgdu od czasu (a’—c’) procesu MAO dla:

Natezenie |A]

Natezenie |A]

Natezenie [A]

MAO 32 15 (a, a’), MAO 32 10 (b, b*) i MAO_50_10 (c, ¢)

Porownujgc krzywe mozna zauwazy¢, ze przy natezeniu pradu 32 mA i czasie
trwania procesu 15 min maksymalne napigcie 200, 300 i 400 V osiagnicto odpowiednio
po 80, 261 i641 s (dokladnos¢ wyznaczenia czasu oszacowano na2 S, a warto$é
natezenia pradu na 0,001 A). Gdy czas procesu MAO zostal skrocony z 15 do 10 min,
przebieg procesu dla probek MAO_200 i MAO 300 byt podobny do przebiegu procesu
obserwowanego przy czasie 15 min (rysunek 11 a, a' i b, b'), natomiast dla MAO_400,
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czas ograniczony do 10 min okazat si¢ zbyt krotki do uzyskania maksymalnego napigcia
400 V (maksymalna zarejestrowana wartos$¢ to 391 V). Niedokonczony proces MAO
znaczgco wplynal na charakterystyke wytworzonych warstw. Czas potrzebny
do uzyskania napiecia koncowego 200, 300 i400 V byl okoto dwukrotnie krotszy
(odpowiednio 42, 153 i 381 s), gdy natezenie pradu zmieniono z 32 do 50 mA (rysunek
11 b, b'ic, ¢'). Srednia warto§¢ natezenia pradu uzyskana w trzecim etapie procesu byta
podobna pod napigciem 200 i 300 V, ale gdy napi¢cie wynosito 400 V, srednie minimalne

warto$ci W poblizu odcinka plateau byty wyzsze W poréwnaniu z tymi przy 200 i 300 V.

9.2.2. Charakterystyka powierzchni warstw MAO

Topografie powierzchni probek stopu Ti-13Zr-13Nb poddanych obrébce MAO
W r6éznych warunkach procesowych obserwowano za pomoca skaningowej mikroskopii
elektronowej, jak pokazano narysunku 12. Wymiary poréw obliczono za pomoca
oprogramowania ImageJ, natomiast grubos¢ warstw zmierzon0 za pomocg miernika

grubosci.

Mozna zauwazy¢, ze W zaleznosci 0d zastosowanego napigcia uzyskano trzy
grupy probek 0 odmiennej topografii. Warstwy wytworzone przy napigciu 200 V sktadaty
si¢ z2 charakterystycznych obszarow: z mikroporami (obszar Il) i bez mikroporow
(obszar 1), naktérych pory przyjmowaly bardziej wydluzony ksztatt, w poréwnaniu
do cylindrycznych poréw otrzymanych przy napigciu 300 V. Warstwy wytworzone przy
napi¢ciu 300 V byly bardziej regularne i rownomierne. Natomiast przy najwyzszym
napigciu 400 V, topografia byta juz bardzo nieregularna z wulkanopodobnymi
strukturami. Co wigcej, W tych warunkach procesu zaoberwowano obecno$¢ drobnych

peknigc (rysunek 12 c, f, i).

Srednia $rednica poréw wahata sie od ok 0,4 do 5 um (rysunek 12), w zaleznosci
od zastosowanych parametrow procesu. Probki poddane dziataniu nizszych napiec
maksymalnych, 200 i 300 V, charakteryzowaty si¢ zblizonymi $rednicami porow, jednak

ich ksztalt i rozmieszczenie znacznie si¢ 0d siebie roznity.
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Rysunek 12 Topografia powierzchni SEM warstw MAO wytworzonych przy réznych parametrach procesu:
MAO_32_15_200 (a), MAO_32_15 300 (b), MAO_32_15_400 (c), MAO_32_10_200 (d), MAO_32_10_300 (e),
MAO_32_10 400 (f), MAO_51_10 200 (g), MAO_5 h), MAO_50_10 400 (i), zzaznaczonymi dwoma réznymi
obszarami (I, 1) uzyskanymi w MAQO_200 (a) imikropgknigciami uzyskanymi w MAQO_400 (c) oraz obrazy
makroskopowe warstw MAO dia wybranych probek, od lewej: MAO 32 15 400 i 32 15 300 (j) (przedstawione
wyniki sq reprezentatywne dla trzech analiz kazdej grupy préobek)

Analizujac histogramy (rys. 13) mozna zauwazy¢, ze wraz ze wzrostem napiecia,
krzywa rozktadu rozmiar6w poréw przyjmuje bardziej tagodny przebieg, co oznacza, ze
przy wyzszych napieciach oprocz wystepowania mikroporow pojawiaja si¢ takze wieksze
pory. Zastosowanie najwyzszego natezenia przy najwyzszym napieciu skutkowato

powstaniem pordéw o najwigkszych rozmiarach (Srednica nawet 14 um).
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Rysunek 13 Srednica poréw W zaleznosci od zastosowanych parametréw wytwarzania warstw MAQ: histogramy Wraz

Z rozktadem normalnym i Sredniq Srednicg porow (n=250)

Mozna zauwazy¢, ze W przypadku warstw MAO wytworzonych pod napigciem

400 V, skrocenie czasu trwania procesu z 15 do 10 min w tych samych warunkach

pradowych, spowodowato powstanie porow 0 mniejszych srednicach.

Wzrost natgzenia pradu przy napigciu 200 i 300 V zmniejszyt Srednice powstatych

porow, podczas gdy zwigkszenie pradu z 32 do 50 mA w tym samym czasie procesu,
skutkowato ponownym powstaniem wigkszych porow (rysunek 13). Biorac pod uwage
warto$¢ odchylenia standardowego Srednicy poréw, najbardziej niejednorodng strukture

uzyskano przy najwyzszym napigciu maksymalnym (400 V).
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Rysunek 14 Grubosé¢ warstw MAO wytworzonych przy réznych parametrach procesu (n = 25; dane to Srednie + SD;
a istotnie rézne W grupach (p < 0,05), © istotnie rézne miedzy grupami czasowymi (p < 0,05), © istotnie rézne miedzy

grupami natezenia prgdu (p < 0,05))

Grubos¢ warstw MAO (rys. 14) robwniez wzrastata wraz ze wzrostem napigcia
| wahata si¢ od 4,1 do 26,8 um, odpowiednio dla MAO 200 i MAO_400. Rowniez przy
maksymalnym napigciu, odnotowano wzrost grubosci warstwy wraz ze wzrostem
natezenia pradu. Analiza morfologii powierzchni jest spojna z analiza S$redniej
chropowato$ci powierzchni, gdzie wraz ze wzrostem napigcia wzrasta rowniez warto$¢
Ra (tabela 12), dla probek wytworzonych przy wyzszym napieciu 400 V. Warstwy MAO
wytworzone przy napigciu 200 i 300 V byty o0 ok. 4-5 razy mniej chropowate od warstw
wytworzonych przy 400 V. MAO_32 10 400 uzyskato istotnie nizszy parametr Ra
W poroéwnaniu Z innymi probkami poddanymi obrobce w400 V, ze wzgledu
na ,,niedokonczony” proces utleniania mikrotukowego (tabela 12). Gdy proces MAO
prowadzono wtym samym czasie utleniania, ale przy wyzszym nat¢zeniu pradu,
parametr Ra wzrastat i zblizat si¢ do wartosci MAO 32 15 400. Uzyskane wyniki byly
zgodne z obrazami SEM, na ktorych obserwowano wieksze rozwinigcie powierzchni
przy rosngcym napigciu. Rosnace wartosci parametrow chropowatosci dla MAO 400
zwigzane byly z wystepowaniem dodatkowych kraterow i pagorkowatej struktury

spowodowanej agresywnym wytadowaniem plazmowym.
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Tabela 12 Srednia chropowatosé powierzchni Ra [um] probki referencyjnej i warstw MAO wytworzonych przy réznych
parametrach procesu (n = 6; dane to Srednie +SD; * istotnie rézne od kontroli; aistomie rézne od MAO_200
i MAO_300;  istotnie rézne od MAO_400, (p < 0,05))

Srednia chropowato$¢ powierzchni Ra [pum]

Parametry procesu oV 200V 300V 400 V
MAO_32_15 - 0,41+0,05 0,52,0,01 2,67+0,25"2
MAO_32_10 - 0,37+0,03 0,54,0,26 1,84+0,17"2b
MAO_50_10 - 0,36+0,02 0,51+0,03 2,67+0,18™2b

Kontrola 0,19+0,04 - - =

9.2.3. Charakterystyka sktadu chemicznego | fazowego

Rysunek 15 przedstawia analizg sktadu pierwiastkowego powierzchni wykonang

przy uzyciu spektroskopii dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego (EDS).
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Rysunek 15 Analiza skiadu pierwiastkowego powierzchni EDS [% at.] kontroli i warstw MAO wytworzonych przy
roznych parametrach procesu (przedstawione wyniki sq reprezentatywne dla trzech analiz kazdej probki poddanej

obrébce powierzchniowej)

Szacunkowe wyniki badan spektroskopii dyspersji energii promieniowania
rentgenowskiego (EDS) wykazaly, ze warstwy MAO skladajg si¢ glownie z tytanu
I tlenu. Ponadto, nakazdej z probek MAO stwierdzono obecno$¢ wapnia, fosforu,

cyrkonu oraz niobu. Mozna zauwazy¢, ze wraz ze wzrostem przylozonego napigcia

105


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

stezenie wapnia wzrosto, tytanu zmalato, natomiast zawartos¢ fosforu najpierw znaczaco
wzrosta wraz ze wzrostem napigcia W zakresie od 200 do 300 V, a nastepnie nieznacznie

zmalata przy 400 V.

Tabela 13 Stosunek Ca/P warstw MAO wytworzonych przy réznych parametrach procesu

CalP [% at]

Parametry procesu 200 V 300V 400 V
MAO_32_15 0,31 0,74 1,38
MAO_32_10 0,47 0,71 1,14
MAO 50 10 0,45 0,94 1,15

Wraz ze wzrostem napigcia wzrdst rowniez stosunek atomowy wapnia do fosforu,
co zostalo przedstawione w tabeli 13, jednak warto$¢ ta byta nizsza niz w przypadku
stechiometrycznej wartosci apatytu kostnego (~1,67). Najwyzsza warto$¢ stosunku Ca/P
zaobserwowano dla proébek MAO 32 15 400, a najnizsza dla probek MAO 32 15 200
(odpowiednio: 1,38 i 0,31). Obserwacje te potwierdzajg, ze proces MAO wplywa nie
tylko na morfologi¢ powierzchni, ale takze nasklad chemiczny warstw. Zmiana
natezenia lub czasu trwania procesu nie zmieniala istotnie zawartosci pierwiastkow

W warstwie, napigcie stanowito tu kluczowa determinante.

Napiecie procesu MAO jest glownym  parametrem  wplywajacym
na krystaliczno$¢ warstw. Wyniki analizy sktadu fazowego wykonane przy pomocy
pomiaréw intensywnosci promieniowania ugigtego W funkcji kata ugigcia probek
otrzymanych przy réznych przytozonych napigciach i statym pradzie 32 mA w czasie 15

min przedstawiono na rys. 16.

Dyfraktogramy ukazuja, ze w przypadku grupy kontrolnej (rys. 16 d), oprocz
pikéw tytanu (faza a, ) pochodzacych z podtoza ze stopu tytanu, wykryto rowniez tlenki
tytanu w formie rutylu ianatazu. na powierzchni probek po modyfikacji MAO,
intensywno$¢ pikow rutylu ianatazu wzrosta (rys. 16 a, b, ¢ id). Dodatkowo, przy
nizszych warto$ciach napiecia (200 i 300 V) obserwowano réwniez piki tytanu (faza o)

(rys.16ai b).

Intensywno$¢ pikow nieznacznie malata wraz ze wzrostem napigcia
maksymalnego. W warstwie wytworzonej przy 400 V (rysunek 16 c) piki pochodzace

od podtoza byly mniej wykrywalne, natomiast pojawil si¢ dodatkowy pik rutylu
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wskazujacy na wystgpowanie wigkszej jego ilosci w warstwach utlenionych przy

wyzszych napigciach.

Mimo, iz analiza EDS wykazata wlaczenie jonéw Ca i P do warstwy, analiza
XRD nie wykryta zadnych dodatkowych faz, wtym pochodzacych od zwigzkow

wapniowo-fosforanowych.
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Rysunek 16 Dyfraktogramy rentgenowskie wybranych probek: warstwy MAO otrzymane przy réznych przylozonych
napieciach przy stalym natezeniu prgdu 32 mA iczasie procesu rownym 15 min: MAO 32 15 200 (a),
MAOQO_32_15 300 (b), MAO_32_15_400 (c), kontrola (d), (przedstawione wyniki sq reprezentatywne dla trzech analiz

kazdej probki obrobki powierzchniowej)

9.2.4. Ocena kqta zwilZania

W celu scharakteryzowania zwilzalno§ci  powierzchni W zalezno$ci
od zastosowanych parametrow procesu MAO, przeprowadzono pomiary kata zwilzania

metodg spadajacej kropli, ktorych wyniki przedstawiono w tabeli 14.

Mozna zauwazyC, ze wszystkie probki charakteryzowaty si¢ hydrofilows
powierzchnia (CA < 90°). Jedynie probki MAO 32 10 400, MAO_50 10 400,
MAO_32_10_200 i MAO_32_15 300 istotnie (p <0,05) poprawity zwilzalnos¢

powierzchni  w poréwnaniu  z grupa  kontrolng.  Obnizenie czasu  procesu
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MAO z 15 do 10 minut spowodowato obnizenie kata zwilzania przy 400 V, natomiast
zmiana nate¢zenia byla istotna w przypadku probek wytwarzanych przy 200 V. Oprocz
MAO_32_15 wzrost napiecia do 400 V spowodowatl poprawe hydrofilowo$ci w stosunku
do prébek wytworzonych w 200 i 300 V.

Tabela 14 Zwilzalnosé powierzchni kontroli i warstw MAO wytworzonych przy réznych parametrach procesu (n = 5;
dane to Srednie £SD; * istotnie rézne od kontroli; a istotnie rozne od MAO_32_10_200 i _300, MAO_32_15_400;

b istotnie rézne od MAO_32_15 200 i _400; MAO_32_10_300; © istotnie rézne od MAO_50_10_200i _300; ¢ istotnie
rézne od MAO_32_10_200, (p < 0,05))

Kat zwilzania [°]

Parametry procesu ov 200 V 300 V 400 V
MAO 32 15 - 56,65+6,98 35,63+4,35™b 64,31+7,94
MAO_32_10 - 53,99+2,56" 57,40+1,8 39,16+5,18™2
MAO_50_10 - 64,82+4,954 62,13+2,58 46,55+3,57"¢

Kontrola 60,83 £3,34 - - -

9.2.5. Ocena bioaktywnosci warstw MAO

Na podstawie dotychczasowych badan wykazano, ze napigcie jest kluczowym
parametrem wplywajacym na wilasciwosci warstw MAO. Parametry MAO 32 10 sa
niewystarczajace 00 wytworzenia warstw przy napieciu 400 V. Natomiast parametry
morfologiczne warstw MAO_50 10 i MAO 32 15 sg do siebie zblizone. Dodatkowo,
warstwy MAO 32 15 400 uzyskaly najwyzszy stosunek Ca/P, a MAO_32_15 300
najnizszy kat zwilzania spos$rod wszystkich probek. W zwigzku z powyzszym do badan
nad bioaktywno$cia warstw wybrano probki wytworzone przy trzech parametrach

napigcia przy stalym natezeniu pradu 32 mA w czasie 15 min.

W celu zbadania wczesnej fazy aktywnosci biologicznej podtoza i warstw MAO
wytworzonych przy réznych maksymalnych napigciach procesu, probki zanurzono
w roztworze Hanksa na 72 godziny. Morfologie powierzchni przyktadowych probek

po zanurzeniu pokazano na rysunku 17.
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CalP [% at]

Ca/P MAO_32_15 200 MAO_32_15 300 MAO_32_15 400 Kontrola
Przed inkubacja 0,31 0,74 1,14 0
Po inkubacji 0,86 1,52 1,39 1,02

Rysunek 17 Morfologie préobek po inkubacji w roztworze Hanksa przez 72 h (a): warstwy MAO otrzymane przy roznych
przylozonych napieciach W stalym natezeniu prgdu 32 mA i czasie obrébki rownym 15 min. Stosunek Ca/P probek
przed i po inkubacji (b) (przedstawione wyniki sq reprezentatywne dla trzech analiz kazdej probki poddanej obrébce

powierzchniowej)

Mozna zauwazy¢, ze na powierzchni probki jest kilka przypadkowo rozrzuconych
biatych czastek (rys. 17 a) bogatych w wapn i fosfor (rys. 17 b). Natomiast przy napigciu
400 V cata warstwa pokryta zostata biatym nalotem 0 krzaczkowatej morfologii.

Stosunek Ca/P pokazano narysunku 17 b. Mozna zaobserwowaé, ze wszystkie
probki MAO po zanurzeniu charakteryzuja sie wyzszym stosunkiem Ca/P W poréwnaniu
z probka referencyjng. Stosunek Ca/P po zanurzeniu probek poddanych dziataniu
napigcia 200 i 300 V jest okoto dwukrotnie wyzszy niz przed zanurzeniem. Natomiast
w przypadku probek poddanych dziataniu napigcia 400 V, stosunek Ca/P spada i jest

zblizony do wartosci Ca/P przed zanurzeniem.

Warto$¢ stosunku Ca/P po 72 h zanurzenia w roztworze Hanksa najblizsza
stechiometrycznemu hydroksyapatytowi (1,67) uzyskano dla prébek poddanych
dziataniu napiecia 300 V (1,52).
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9.2.6. Ocena wlasciwosci nanomechanicznych

Krzywa histerezy obcigzenie-przemieszczenie jako przykitad wynikow testow

nanoindentacji przedstawiono na rysunku 18.

Obserwuje si¢ trzy gldwne ectapy testu nanoindentacji: obcigzenie do warto$ci
maksymalnej zadanej sity, utrzymanie wgltgbnika na statej glebokosci z maksymalng sila
(petzanie) 1 odcigzenie. Pod koniec fazy obcigzania mozna zaobserwowa¢ maksymalne
przemieszczenie wglebnika zwigzane 2z odksztalceniem spr¢zystym i plastycznym,
natomiast pod koniec fazy odcigzenia miarg wtasciwosci nanomechanicznych moze by¢
ostateczna gleboko$¢ (zwigzana z powrotem sprezystym) odcisku stykowego [166].

Nieregularno$¢ wystepujaca na etapie odcigzania jest skorelowana z dryfem temperatury.

Obserwowany powrot sprezysty warstw  MAO jest znaczaco mniejszy
W poréwnaniu Z probkami kontrolnymi i maleje wraz ze wzrostem napigcia procesu
MAO. Zwigkszanie wartosci pradu z 32 do50 mA spowodowalo zmniejszenie
maksymalnego przemieszczenia, natomiast zmniejszenie czasu procesu MAO z 15 do 10
min prowadzito do zwigkszenia maksymalnego przemieszczenia wglebnika. Co wiecej,
przy wyzszym napieciu procesu MAO, przy utrzymaniu wgtebnika na stalej glebokosci

z maksymalng sita, mozna zaobserwowa¢ wigksze petzanie materiatu.
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Rysunek 18 Krzywa obcigzenia i przemieszczenia nanoindentacji uzyskana dla badanych warstw MAO otrzymanych
przy réznych parametrach procesu oraz probek kontrolnych (a—c): MAO_32_15 (a), MAO_32_10 (b) i MAO_50_10
() (n=25)

Na podstawie krzywych obcigzenia i przemieszczenia wyznaczone zostaly

podstawowe wilasciwos$ci nanomechaniczne badanych probek.

Rysunek 19 przedstawia twardo§¢ powierzchni, modut Younga, maksymalna

gleboko$é wegniecenia, Ewarstwy/Epodioza, Stosunek H/E i H/E? warstw MAO i probki

referencyjnej.
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Rysunek 19 Wiasciwosci nanomechaniczne: nanotwardo$¢ (a), maksymalna glebokosé indentacji (b), modul Younga
(¢), Ewarsty/Epodtoza (d), H/IE (€), H3/E? (f), grup kontrolnych i badanych warstw MAO wytworzonych przy réznych
parametrach procesu (n = 10; * istotnie rézne 0d kontroli, a istotnie rézne w grupach, ° istotnie rézne miedzy grupami

Z roznymi czasami wytwarzania, ° istotnie rozne miedzy grupami Z roznym natezeniem prgdu, (p < 0,05))
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Na podstawie analizy wynikow wlasciwosci nanomechanicznych mozna
zauwazy¢, ze modyfikacja MAO istotnie obnizyta wartosci twardo$ci | modutu Younga
badanych materiatow. Najwyzszg wartos¢ twardosci (4,75 + 1,55 GPa) i modutu Younga
(67,71 + 13,09 GPa) uzyskano dla grupy kontrolnej. Oprécz probek MAO 32 10 300
I MAO 32 10 400, wraz ze wzrostem napigCia przeprowadzanego procesu MAO,
twardo$¢ spadta dwukrotnie dla MAO_200 iaz dwunastokrotnie dla MAO_400.
W probkach MAO 300, gdy czas skrocit si¢ z 15 do 10 min, twardos¢ warstwy zmalata
prawie 0 60% w poroéwnaniu z dluzszym procesem, natomiast przyrost zastosowanego
natezenia pradu z 32 do 50 mA spowodowal prawie dwukrotnie wigksza twardos¢
badanej warstwy w poréwnaniu z probkami poddanymi obrobce przy 32 mA. Podobne
zachowanie zaobserwowano dla modutu Younga, gdzie MAO 50 10 300
charakteryzowato si¢  wyzsza wartoScia modulu  Younga W pordéwnaniu
z MAO_32_10_300. Natomiast zmiana czasu z 15 na 10 min najpierw zmniejszyta (dla
MAO_200), a nastepnie zwigkszyta (dla MAO 300) wartos¢ modutu Younga. Modut
Younga byl wyzszy dla wszystkich probek poddanych dziataniu napiecia 200 V,
osiggajac najwyzsza wartos¢ réwng 80,94 + 6,71 GPa uzyskang podczas procesu MAO
w warunkach 50 mA, podczas gdy probki poddane dziataniu napiecia 300 i400 V

wykazywaty istotnie obnizony modut Younga.

Jak pokazano na rysunku 19 b, wraz ze wzrostem napigcia zwigksza si¢ rOwniez
maksymalna glebokos¢ indentacji. Najwigksza glebokos$¢ (2,55 um) osiggnieto przy
probce MAO_32_15 400, okoto 60% wicksza 0d najnizszej wartosci uzyskanej przez
MAO_50_10_200 (0,94 pum).

Zgodnie z literatura, im nizsze s stosunki H/E i H3/E2, odniesione odpowiednio
do zniszczenia materialu W wyniku odksztalcenia sprezystego i odpornosci materiatow
na odksztatcenia plastyczne, tym gorsza jest odporno$¢ materiatow na zuzycie [172].
Mozna zauwazy¢, ze oba wskazniki sg znacznie nizsze dla warstw MAO w poréwnaniu
z grupg kontrolng i nizsze 0d deklarowanej optymalnej wartosci parametru H/E ok. 0,1
[173] (rys. 19 ¢, T).

Niektorzy autorzy wykazali, ze $ciste dopasowanie modutu sprezystosci warstw
I podtoza, zmniejsza naprezenia miedzyfazowe i zapewnia lepsza przyczepnos¢ [174].
Korzystne jest uzyskanie wartosci stosunku Ewarstwy/Epodioza bliskiej jednosci [175].

Mozna zauwazy¢, ze Ewarstwy/Epodioza maleje wraz ze wzrostem przytozonego napigcia,
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a warto$¢ najblizsza optimum uzyskuja wszystkie probki poddane dziataniu nizszego
napigcia (MAO_200), natomiast najwigksze niedopasowanie modutu Younga warstwy
i podtoza wystepuje W przypadku probek poddanych obrobee pod wysokim napigciem
(MAO_400).

9.2.7. Adhezja warstw MAO do podioza

W teécie zarysowania mozna zaobserwowac trzy gltéwne uszkodzenia: pgkanie
kohezyjne, adhezyjne i mieszane [174]. Minimalne obcigzenie, przy ktorym nastepuje
pierwsze uszkodzenie, charakteryzuje si¢ obcigzeniem krytycznym (L¢). W literaturze
zwykle przedstawia si¢ jedno [176] , dwa [177] lub trzy [178] obcigzenia krytyczne (Lc1,
Lcz, Lcs). W niniejszym opracowaniu Lcy jest skorelowane z pierwszym pgknigciem
(poczatkowa deformacja kohezyjna), Lco oznacza obcigzenie, pod jakim na krawedzi
rysy nastgpito pierwsze rozwarstwienie (poczatkowe odksztatcenie adhezyjne), Lcs
przedstawia catkowitg perforacje warstwy, gdzie podloze zaczyna by¢ widoczne
W sposob ciagly. Wedlug literatury [179] Lc: mozna identyfikowa¢ na podstawie
pierwszego piku emisji akustycznej skorelowanego ze spontaniczng falg uderzeniowa
powstajaca W wyniku mikropeknig¢é, natomiast Lcz I L¢sz mozna mierzy¢ W nastepujacych
po sobie kolejnych wysokich pikach, ktore wskazujg na duze uszkodzenia. Aby
zwigkszy¢ doktadnos¢ analizy uszkodzen, wszystkie wyniki zostaly rowniez
przeanalizowane przy uzyciu innych danych ztestu zarysowania, tj. sily tarcia
i glgbokosci penetracji. W celu lepszego zrozumienia, w ktorym miejscu nastapit
poczatek uszkodzenia, wyniki porownano z obrazami uzyskanymi z wykorzystaniem

skaningowej mikroskopii elektronowej.

Poréwnanie obrazéw SEM (rys. 21 a-C) pokazuje, ze zachowanie si¢ materiatu
w obszarze zarysowan jest zalezne od parametrow procesu MAO. W przypadku probek
poddanych obrobce pod napigciem 200 V w warstwie wystapito tylko niewielkie
zhuszczanie (poza miejscem zakonczenia obcigzenia, @dzie wystgpito wieksze
zhuszczanie), zaobserwowano jedynie nieliczne mikropgknigcia okrgzne, niektore boczne
I tukowe peknigcia rozciagajace. Im wyzsze napigcie, tym wigcej pojawito si¢
poprzecznych poétkolistych peknig¢ i odpryskow. Dla 300 1400 V peknigcia
wyboczeniowe typu konforemnego wskazuja nawysoce kohezyjne zniszczenie.
Deformacje odpryskowe wystepujg jednak znacznie pozniej (dalej od poczatku Sciezki

rysy) w poréwnaniu Z MAO 200, co moze sugerowac lepsza przyczepnos¢ warstwy
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do podtoza. W przypadku probek poddanych dziataniu napigcia 300 V calkowita
perforacja staje si¢ ciagta, natomiast uszkodzenie warstwy probek poddanych dziataniu
napiecia 400 V ma bardziej cykliczny charakter rozwarstwienia. Chociaz we wszystkich
probkach dochodzi do przebicia warstw, miejsce, w ktorym podtoze zaczyna pojawiac
si¢ wzdtuz §ladu zarysowania, jest rézne; im nizsze byto napigcie, tym wczesniej (blizej
poczatku $ciezki zarysowania) pojawialy sie¢ perforacje catkowite, co moze $wiadczy¢

0 poprawie wlasciwosci adhezyjnych wraz ze wzrostem zastosowanego napigcia.
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Rysunek 20 Sciezka zarysowania z zaznaczonymi uszkodzeniami kohezyjnymi i adhezyjnymi powstalymi W tescie
zarysowania (a-c), oraz zaleznos$é¢ sily tarcia (F), emisji akustycznej i glebokosci penetracji pod obcigzeniem (L) ze
wskazanymi obcigzeniami krytycznymi (Lc1, LC2, Lcs) (a'—c’) wybranych grup prébek 0 zmiennych parametrach
napiecia: MAO_32 15 200 (a,a’); MAO_32 15 300 (b,b’); MAO 32 _15 400 (c,c’) (przedstawione wyniki sq

reprezentatywne dla dziesigciu analizy kazdej probki obrobki powierzchniowej)

Przykladowe zalezno$ci sity tarcia (F), emisji akustycznej, glebokos$ci penetracji
i obcigzenia (L) przy wskazanych obcigzeniach krytycznych (Ley, Lco, Lca) dla warstw
MAO przedstawiono narysunku 20 (a’-c’), natomiast Srednie warto$ci obcigzen
krytycznych i krytycznej sily tarcia, przy ktorych nastapito catkowite rozwarstwienie
(Fc(Lc?)), przedstawiono w tabeli 15.
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Tabela 15 Obcigzenia krytyczne i krytyczna sila tarcia, przy ktérych nastgpito catkowite rozwarstwienie (Fc (LcC2))
zmierzone podczas testu zarysowania dla wszystkich warstw MAQO (przedstawione wyniki sq reprezentatywne dla pieciu

analiz kazdej probki poddanej obrébce powierzchniowej)

Silta krytyczna [mN]

Prébka Lcy Lc, Lcs Fc (Lco)
MAO_32_15 200 4,97+1,47 12,34+4,9 43,27+8,16 220,68+16,95
MAO_32_15 300 7,19+4,17 27,41+12,78 80,62+11,39 134,48+25,53
MAO_32_15 400 10,51+1,68 63, 49+28,01 163,35+42,13 368,33+40,85
MAO_32_10_200 5,07+1,94 29,70+10,49 59,39+9,56 39,06+14,56
MAO_32_10_300 10,27+3,63 31,28+13,46 83,50+8,06 45,144+21,56
MAO_32_10_400 8,52+2,26 46,63+16,88 157,76+36,69 138,42+43,69
MAO_50_10_200 8,12+1,89 17,63+7,14 44,73+4,26 131,80+16,91
MAO_50_10_300 13,42+3,93 25,56+5,67 76,38+6,98 477,37+19,93
MAO_50_10_400 12,02+3,99 43,13+15,39 178,23+43,81 520,08+48,00

Mozna zauwazy¢, ze dla probek MAO 200, 300 i 400 V obciazenie krytyczne
mikropeknie¢ (Lc1) wystapito przy matej sile od 4,97+1,47 do 13,42+3,93 mN
(odpowiednio dla MAO_32 15 200 i MAO_50 10 300). Zgodnie z rysunkiem 20
I tabela 15, odpornos¢ warstw na zarysowanie ulegla poprawie wraz z najwyzszym
napigciem procesu MAO. Lecs warstw MAO_400 (~157-178 mN) byty 0 okoto 50%
wyzsze niz Les MAO_300 i 0 70% wyzsze niz dla MAO_200. Dodatkowo, MAO_400
najdtuzej pozostawata bez catkowitego uszkodzenia (catkowite rozwarstwienia
wystepujace dalej od poczatku $ciezki zarysowania) sposrod wszystkich analizowanych
warstw (~370 um dla MAO 32 10 400 i MAO 32 15 400 oraz ~480 pm dla
MAO 50 10 400). Natomiast najszybsze (catkowite rozwarstwienia wystgpujace blizej
poczatku $ciezki zarysowania) catkowite rozwarstwienie wystgpito w MAO_200 (~ 173,
8 1101 um  odpowiednio dla MAO 32 10 200, MAO 32 15 200
i MAO_50 10 200). W probkach utlenionych przy srednim napieciu (MAO_300),
srednie odleglosci od poczatku Sciezki zarysowania, gdzie wystgpitlo pierwsze
rozwarstwienie, wynosity odpowiednio ~205, 223 1187 um dla MAO_32 10 300,
MAO_32 15 300 i MAO_50 10 300. Najwickszg wartos¢ sity tarcia podczas
pierwszego uszkodzenia adhezyjnego Fc (Lc2) uzyskaly najbardziej chropowate probki
MAO_50 10 400 iMAO 32 15 400. Bardzo wysoka wartos¢ Fc (Lc)
MAO 50 10 300 odzwierciedla najwyzszy efekt pill-up w poréwnaniu z innymi
probkami (rys. 20 b).
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9.2.8. Podsumowanie rozdzialu

Stop tytanu Ti-13Zr-13Nb wytworzony metoda SLM poddano modyfikacji
powierzchniowej wykorzystujgc do tego celu utlenianie mikrolukowe w elektrolicie
zawierajacym fosfor i wapn. W celu sprawdzenia wptywu parametréw procesu MAO
na charakterystyke warstw MAO przebadano 3 zmienne parametry procesu, dobrane
na podstawie danych literaturowych: napigcie (200, 300, 400 V), czas (15, 10 min)
I natezenie pradu (32, 50 mA).

Badania wykazaty, ze charakterystyka warstw bardzo si¢ rdéznita w zalezno$ci
od zastosowanego napigcia. Napigcie 200 V byto niewystarczajgce do wytworzenia
warstwy MAO na calej powierzchni probki, dodatkowo warstwy wykazywaly si¢
niskim stosunkiem Ca/P istabg adhezjg do podloza. Warstwy wytworzone
pod napi¢ciem 300 V byly najbardziej regularne i powtarzalne, wptynety na wzrost
stosunku Ca/P, spadek kata zwilzania oraz spadek twardosci i modutu Younga, przy
jednoczesnej poprawie sity przyczepnosci do materialu macierzystego, w stosunku
do warstw wytworzonych przy napigciu 200 V. Jednak dopiero wzrost napigcia
do 400 V miatl najwickszy wplyw na charakterystyke warstw i spowodowal, ze
w warstwie MAO nastgpit istotny statystycznie wzrost rozmiaru poréow, grubosci
I chropowato$ci warstwy, stosunku Ca/P iadhezji warstwy do podtoza, przy
jednoczesnym spadku twardosci i modulu Younga W poréwnaniu do warstw
wytwarzanych przy nizszych napigciach. Dopiero przy napigciu 400 V. wpltyw
pozostatych parametrow procesu (natezenia i czasu) byt istotnie widoczny. Badania

wykazaly, ze napiecie ma kluczowy wptyw na wlasciwosci warstw.

Dodatkowo stwierdzono, ze parametry procesu MAO 32 10 byly
niewystarczajace do wytworzenia warstw MAO_400. Z kolei wyzsze nat¢zenie pradu
przy tym samym czasie procesu (MAO_50_10) przyspieszato zachodzenie reakcji
elektrochemicznych, atym samym ,rekompensowato” krotki czas procesu
powodujac, ze morfologia powierzchni (rozmiar poréw, grubo$¢, chropowatos¢) byta
porownywalna dla probek MAO_32_15 iMAO 50 10. Przewaga warstw
MAQO_32_15 w stosunku do MAO_50 10 bylta najwyzsza wartos¢ Ca/P 1 najnizszy
kat zwilzania, dlatego do badan nad bioaktywnoscig dobrano probki wykonywane
przy natezeniu pradu 32 mA w czasie 15 min. Na podstawie powyzszych badan nie

dokonano konsensusu odnos$nie preferowanego napigcia 300, czy 400 V, dlatego
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dalsze badania przeprowadzane pokatem wplywu dodatkow bioaktywnych
na charakterystyke warstw wytwarzano eliminujac jednynie napigcie procesu rowne
200 V. Dodatkowo, obserwowany wzrost sity przyczepno$ci warstw do podtoza przy
zastosowanym wyzszym natezeniu pradu byt przyczyng zmiany Stosowanego

natezenia pradu w kolejnych badaniach.
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9.3.Charakterystyka warstw MAO z dodatkami bioaktywnymi
I antybakteryjnymi

9.3.1. Wplyw dodatkéw na charakterystyke powierzchni i mikrostruktury

warstw

Do elektrolitu bazowego (CA, GP) wprowadzono azotan srebra i/lub azotan galu,
jako zrodto dodatkow bioaktywnych, w trzech roéznych stezeniach: 0,3; 3 16 mM
| przeprowadzono utlenianiec mikrotukowe pod dwoma napigciami: 300 400 V,
Z zastosowanym nate¢zeniem pradu 83 mA , w czasie 15 minut. Na podstawie obserwacji
przebiegu procesu, anastepnie makroskopowej oceny probek stwierdzono brak
mozliwosci wykonania warstw MAO w elektrolicie zawierajacym 6 mM azotanu galu,
zaro6wno pod napigciem 300, jak i 400 V. Napiecie W trakcie trwania procesu nie osiggato
maksymalnych ustalonych wartosci i utrzymywato si¢ na poziomie ponizej 100 V,
a probki po wyjeciu z elektrolitu byly pokryte czarnym nalotem przypominajgcym
nadpalenie. Taka sama sytuacja wystgpita podczas proby wlaczenia do warstw
jednoczesnie galu isrebra w trakcie procesu MAO przeprowadzanym w elektrolicie
zawierajacym mieszaning azotanu galu (3mM) i azotanu srebra (3mM). Na tej podstawie
do dalszych  badan  odrzucono  probki MAO 300 6Ga i MAO_400 6Ga,
MAO_300_3Ag_3Ga, MAO_400_3Ag_3Ga. Natomiast pozostate probki poddano

dalszym badaniom.

Z uzyskanych obrazow SEM mozna zauwazyé, ze wszystkie przedstawione
probki charakteryzowaly si¢ porowatg powierzchnig, specyficzng dla warstw MAO (rys.
21). Przy zastosowanym nizszym napigciu, powierzchnie byly bardziej regularne,
natomiast wzrost napiecia spowodowal powstanie nieregularnosci z licznymi
wulkanopodobnym strukturami. Analiza histograméw ujawnita istotne rdznice
w rozmiarach porow W zaleznosci 0d zastosowanego napigcia I sktadu warstw. Mozna
zauwazy¢, ze wszystkie warstwy posiadajg zarowno nano- jak i mikropory. Przy
wyzszych napigciach amplituda rozmiaru poréw jest znacznie wigksza | waha sig
pomiegdzy 0,1 a 12 pm W poréwnaniu do warstw wytworzonych przy nizszym napigciu,
gdzie rozmiar poréw miesci si¢ $rednio w granicach od 0,1 do 5 pm. Dodatek srebra
i galu spowodowal obnizenie S$rednicy poréow (z wyjatkiem MAO 300 03Ga)
w stosunku do warstw wytworzonych w elektrolicie bazowym. Najbardziej nieregularna

warstwa wystgpita przy zastosowaniu napiecia utleniania rownemu 400 V,
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w elektorolicie zawierajacym 3 mM azotanu srebra, gdzie na 250 poréw az 160 byto
rozmiardw nanometrycznych, a pozostale wahaty si¢ od 1 do 12 pm. Przy nizszym
napigciu, Srednia wielko$¢ poréw w warstwach z dodatkiem galu byta wyzsza niz

W warstwach zawierajacych takie samo st¢zenie srebra.

Rysunek 21 przedstawia obrazy SEM uzyskanych warstw MAO oraz s$rednig
srednice porow wraz z histogramami. Duze odchylenia standardowe wystepujace we
wszystkich warstwach uzyskanych przy napigciu 400 V potwierdzajg istotng

nieregularnos$¢ tych warstw.
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Rysunek 21 Topografia powierzchni SEM warstw MAO wytworzonych przy dwéch réznych napigciach w elektrolicie

bazowym z i bez dodatkow srebra/galu wraz z histogramami przedstawiajgcymi Srednice poréw (n=250)
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Rysunek 22 itabela 16 przedstawiaja topografi¢ powierzchni 3D wraz
z chropowatos$cia powierzchni (Sa) uzyskang z analizy AFM, oraz $rednie arytmetyczne
odchylenie profilu chropowatosci od linii $redniej (Ra) uzyskane z pomiarow

z wykorzystaniem profilometru.

Mozna zauwazyé, ze napigcie bylo glownym czynnikiem wpltywajacym
na parametr chropowatos¢, gdzie wraz ze wzrostem napi¢cia warto$ci chropowatosci
wzrosty nawet sze$ciokrotnie. Wptyw dodatkow nie byt statystycznie istotny z wyjatkiem
warstw wytworzonych w wyzszym stezeniu azotanu galu W polaczeniu z wyzszym
napigciem. MAO_400_3Ga charakteryzowaly si¢ najwicksza wartoscig chropowatosci
powierzchniowej Sa (1,90+0,04 um) sposrod wszystkich probek.

Kontrola

MAO_300 MAO_400 MAO_300_03Ag MAO_400_03Ag

MAO_300_3Ag MAO_400_3Ag MAO_300_6Ag MAO_400_6Ag

MAO_300_03Ga MAO_400_03Ga MAO_300_3Ga MAO_400_3Ga

Rysunek 22 Topografie powierzchni AFM kontroli i warstw MAO wytworzonych przy dwdch réznych napieciach

w elektrolicie bazowym z i bez dodatkéw srebra/galu
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Tabela 16 Chropowatosé powierzchniowa Sa oraz chropowatosé profilu Ra dla kontroli i warstw MAO wytworzonych
W dwdch roznych napieciach W elektrolicie bazowym z i bez dodatkow srebra/galu (n = 3; dane to srednie £SD; *
istotnie rézne miedzy grupami napiecia;* istotnie rézne od kontroli, a istotny wplyw dodatku galu lub srebra, ® istotnie
rézne od prébek wytwarzanych W tym samych warunkach napigciowych, ale 7 inng zawartoscig dodatku srebra/galu, ©

istotnie rozne 0d prébek wytwarzanych W tych samych warunkach napigciowych, ale z innym dodatkiem: srebra/galu)

Chropowato$é warstw MAO [pm]

Probka Sa [um] Ra [pm]
Kontrola \ 0,05+0,03 0,21+0,01
MAO_300 0,300,01 0,44+0,04
MAO_400 \ 1,05£0,35" # 2,7440,11%#
MAO_300_03Ag 0,37+0,02° 0,51£0,01
MAO_400_03Ag \ 1,06£0,01"# 2,7340,19%#
MAO_300_3Ag 0,41+0,05" 0,44+0,08
MAO_400_3Ag \ 1,07£0,33" # 2,7440,12%*
MAO_300_6Ag 0,38+0,03" 0,46:0,04
MAO_400_6Ag \ 1,18+0,07"* 2,58+0,40" #
MAO_300_03Ga 0,30+0,01 0,36+0,03
MAO_ 400 03Ga \ 1,1940,07" # 2,8240,11%*
MAO_300_3Ga 0,33+0,01 0,46:0,08
MAO_400_3Ga \ 1,9040,04 # 2 b.c 2,40+0,38™ #

Na rysunku 23 przedstawione zostaly przyktadowe przekroje wybranych probek
wytworzonych przy dwoch parametrach napigcia z dodatkiem 3 mM azotanu galu lub

azotanu srebra.

We wszystkich przypadkach przekrdj wykazuje strefowosé typowa dla warstw
MAQO, tuz przy materiale macierzystym powstaje cienka zbita warstwa, ktora nastepnie
przechodzi w grubsza i bardziej porowata. Doskonale widoczne sg nieregularne kanaty
wyladowcze oraz peknigcia w formie drobnych rys, szczegélnie zauwazalne
w przypadku probek MAO_ 400 3Ga i MAO_300_3Ag, ktore moglty powstaé na skutek
preparatyki przekroju. Mozna zauwazy¢, ze wzrost napiecia spowodowat istotny wzrost
zarowno grubosci, jak I porowatosci przekroju warstwy. Zastosowanie wyzszego stezenia
azotanu galu w potaczeniu z napigciem 400 V prowadzilo do istotnego obnizenia
grubo$ci warstwy w porownaniu do pozostatych grup probek wytwarzanych pod tym

samym napigciem.
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Tak jak w przypadku rozmiaru poréw, mozna zauwazyC, ze przy wyzszym
napigciu odchylenia standardowe grubosci warstw sa znacznie wigksze, zarowno
W obrgbie warstwy na tej samej probee (odchylenie widoczne na przekroju), jak i miedzy
probkami z tej samej grupy (odchylenia widoczne w tabeli 17), co rowniez Swiadczy
0 wickszej nieregularnosci w stosunku do warstw wytworzonych przy napigciu rownym

300 V.

MAO_300_3Ag MAO_400_3Ag

5.97+0.75 21.14+2.76
L0pm 10um
MAO_300_3Ga MAO_400_3Ga

3.90+0.54 10.70+1.81
10pm 10pm
S 4 —

Rysunek 23 Przekroj wybranych warstw MAO (wraz Z zaznaczong gruboscig) wytworzonych przy zastosowanym
napieciu 3001 400 V w elektrolicie zawierajgcym 3 mM azotanu srebra lub 3 mM azotanu galu
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Tabela 17 Grubosé warstw MAO wytworzonych w dwdch réznych napieciach w elektrolicie bazowym z i bez dodatkéw
srebra/galu (=30, dane to srednie £SD* istotnie rézne migdzy grupami napiecia, a istotny wplyw dodatku galu lub
srebra, Y istotnie rézne od probek wytwarzanych wtym samych warunkach napieciowych, ale 7 inng zawartoscig
dodatku srebra/galu, ¢ istotnie rézne od probek wytwarzanych W tych samych warunkach napigciowych, ale z innym
dodatkiem: srebra/galu)

Grubos$¢ warstw MAO [pm]

Probka Grubos¢ [pm]
MAO_300 4,89+0,71
MAO_400 20,87+2,27"

MAO_300_03Ag 4,4440,53
MAO_400_03Ag 22,22 +1,97"
MAO_300_3Ag 4,99+1,03
MAO_400_3Ag 22,41£2,54"
MAO_300_6Ag 4,35+0,64
MAO_400_6Ag 21,85+2,38"
MAO_300_03Ga 2,63+0,34
MAO_400_03Ga 22,13+1,96"
MAO_300_3Ga 3,64+0,57
MAO_400_3Ga 11,50+2,63™&b:¢

9.3.2. Wplyw dodatkéw na charakterystyke sktadu chemicznego ifazowego

warstw

Na rysunkach 24 i 25 przedstawiono wyniki badan sktadu chemicznego warstw
MAO w postaci widm EDS i tabel zawierajacych atomowy i masowy procent wykrytych
pierwiastkow. Srebro igal z powodzenie zostaly wlaczone do warstwy, zaréwno
w trakcie procesu przeprowadzanego przy napigciu 300 V, jak 1400 V. Nie
zaobserwowano bezposredniej zaleznosci zawarto$ci  pierwiastka aktywnego
od zastosowanego napigcia, natomiast istniata zalezno$¢ od st¢zenia azotanu. Przy
zastosowaniu nizszych stezen azotanu srebra, EDS wykazata zblizone warto$ci srebra
na powierchni, 0,04-0,15 % at. Ag dla 0,3 mM i 0,05-0,21% at. Ag dla 3 mM, dopiero
wzrost stezenia azotanu srebra do 6 mM spowodowal wigczenie wigkszej zawartosci
srebra w zakresie 0,13-0,45% at. Ag. Z kolei, wzrost stezenia azotanu galu z 0,3 do 3 mM
doprowadzit do podwojenia zawarto$ci galu w warstwie. Porownujac te same warunki
napigciowe procesu MAQO, mozna zauwazyC, ze galu zostalo wilaczone do warstwy
wigcej niz srebra, 0,11-0,25% at. Ga przy 0,3 mM Ga(NOs)z i 0,30-0,56% at. Ga przy 3
mM Ga(NOs)s.
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MAO_300 MAO_400

MAO 300 W% aL% & MAO 400 wL% at%
OK 46.73 £5.94 71.0014.84 OK 43451791 66.70+ 6.82
PK 9.28:0.81 7.3440.98 PK 11.37+0.63 9.13+1.20
Zrl 5451082 1.4740.29 Zrl 3.8810.91 1.0610.26
NbL 3.574035 0.9440.14 NbL 25710.76 0.70:0.25
GK 134096 Cak 21364284 13.2912.64
ik 21.9813.79 11.3012.63 Tk 7350471 o.1303.02

65 78 91 65 78 91

MAO_300_03Ag MAO_400_03Ag

MAO 300 03Ag wL% aL% MAO 400 03Ag  wi% at.%
0K 4“.-:?2 3: 63‘6‘3- 245 0K 41.26+2.20  65.28+
¢ 1053107 8.8310.99
s PK 12394156 10.1541.43
Zrl 5.2810.72 1.5010.20
Y 400049  LISSOIS 7rl 5581057  1.5510.14
gl 0335016  0.0840.04 NbL. 2241042 0.6140.12
(-:K 1408251 9.13+1.68 Agl 0.4940.12  0.1210.03
TiK 25214239 13.69+1.47 CakK 21.2243.27 13.424222
TiK 16.8142.45  8.88+1.25
65 78 91 65 78 91

MAO_300_3Ag MAO_400_3Ag

MAOT00 IAF NEN AESS MAO 400 3Ag wi% al%

OK 44824074 69.71+0.44 0K 45591432 68.98:3.26
PK 9945038 1992026 PK 10.734043  8.394040
=t 6051006 1.6510.03 . 5204105 1391035
Nb. 33042 0895012 NbI 1.79:0.56  0.4710.17
Agl 0.55+0.34 0.13£0.08

¥ = ; Agl 0281020 0.0910.04
CaK 12724035 7.90:0.20

’ CaK 20846191 12.64+1.80
TiK 22611031 11.75:0.28

15.25¢1.16  7.7340.99

MAO_300_6Ag MAO_400_6Ag

MAO_300_6Ag wt.% at% MAO 400 6Ag W% al%
OK 37324602 634638 0K 380141.60 63034175
PK 9.96+1.50  8.71+1.55 PK 10.7461.08  9.2:10.87
Zrl. 7251061 2.1210.26 7rl 6.97:099  2.0310.29
NbL 5014119 1411037 Nbl 2804033 0.8010.09
Agl 0801015 0.2610.11 ° Agl 1.17:0.63 0291016

CaK 21.3041.26 14124107
TiK 1941.16 10.5340.75

17.44£1.14  10.7742.37
26.1811.68  13.7212.66

Rysunek 24 Widma EDS wraz z atomowym i wagowym udzialem danych pierwiastkéw w warstwach bazowych

i warstwach wytworzonych w elektrolicie zawierajqcym rézne stezenia azotanu srebra (n = 3; dane to Srednie £SD)
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MAO_300_03Ga MAO_400_03Ga

MAO 300 03Ga wi% aL% MAO 400 03Ga W% aL%
oK 44551247 67.19:5.87 0K 42474567  65.1344.48
Gal 0.54+0.18  0.19+0.06 Gal 0.45+0.13 0.16+0.05
PK 10.11047  8.1110.49 K EARE0ET 10452071
4 5.900.70 561015
. prcidc 7l 3526190 0.9840.58
Nbl 3.3010.52 0.8910.16 Nbl 1.44:0.94 0401027
CaK 14756171 9145119 o "" B o
TiK 20944141 1088:0.91 K RaSI3A6 dosleals
TIiK 12.4046.43  6.55+3.66
Ga Ga Ga
65 78 91 65 78 91 104
MAO 300 3Ga W% at% MAO 400 3Ga W% aL%
oK 42.96:0.65 63574633 0K 43821299 67.26:3.01
Gal. 1324017 0.49:0.07 Gal 09340.10  0.33+0.03
PK 10241048 9.1741.10 PK 12.3441.00  9.8140.95
7rl. 60710.10 1961037 7l 3971069 1.0610.19
Nbl 3714004 1.05:0.12 Nbl. 2284059 0.6010.15
CaK 12734119 10.36+3.31 Cak 21364354 13.1442.45
1iK 22974114 134111.85 TiK 15.1612.05  7.78:1.07
Ga Ga Ga Ga
65 78 91 104 65 78 91 104

Rysunek 25 Widma EDS wraz z atomowym i wagowym udziatlem danych pierwiastkéw w warstwach bazowych

i warstwach wytworzonych w elektrolicie zawierajgcym rézne stezenia azotanu galu (n = 3; dane to Srednie £SD)

Kluczowym parametrem wptywajacym na stosunek Ca/P rowniez byto napigcie.
Probki wytworzone W elektrolicie zawierajacym 0,3 mM galu wykazaly si¢ najlepszym
(najblizszym warto$ci naturalnego apatytu) stosunkiem Ca/P rownym 1,68+0,05 (rys.
26).

CalP [% at.]
P

o',”@o}&% & Q'b"g oF® y® 3® “"5’0 & & &
‘§y~ \t? 'bQQ/ b.““/ @Q/ @g/"?g/ @Q/’b@/ h@/ @Q/@Q/
“3'0 /\‘yo /*“?’0 *‘,,0 \‘&0 ;“ ?,O “yo /\‘yp - \‘vp Q‘Y'O/
Rysunek 26 Stosunek wapnia do fosforu dla réznych parametrow wytwarzania warstw MAO wraz 7 zaznaczeniem
wartosci stechiometrycznego hydroksyapatytu (n = 3; dane to Srednie +SD; * istotnie rozne migdzy grupami napiecia,

p<0.05)
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W celu lepszego zaobserwowania rozkladu pierwiastkow w warstwach,
przeprowadzono analiz¢ EDS na przekrojach probek, ktorej wyniki przedstawia rysunek
27. Mozna zauwazy¢, ze zarOwno przy napieciu 300, jak i400 V srebro, widoczne
W postaci biatych kulistych czastek o rozmiarze ok. 160-200 nm, z powodzeniem zostato
wlaczone do wnetrza warstwy. Przy napigciu 400 V gal rowniez byt widoczny, ale jego
morfologia znacznie roznita si¢ 0d srebra, przyjmowal on posta¢ nieregularnych,

,»pierzastych” struktur 0 rozmiarze ok. 200-850 nm.

MAO_300_3Ag .

215pm 430pm 6.44pm 8.59pm

MAO_300_3Ga

MAO_400_3Ga

100%

75%

50%

25%

4.68pm 9.36ym 14.03pm 1871pm

Rysunek 27 Przekroje wraz z widmami EDS wybranych warstw MAO wytworzonych przy zastosowanym napigciu 300
1400 V w elektrolicie zawierajgcym 3 mM azotanu srebra lub 3 mM azotanu galu oraz przyktadowy rozkiad

pierwiastkow na przekroju
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Rysunek 27 przedstawia rowniez przyktadowy rozktad pierwiastkow w warstwie.
Mozna bylo zaobserwowaé, ze przy nizszych napieciach rozklad pierwiastkow byt
bardziej rownomierny na catej grubosci, podczas gdy zastosowanie wigkszego napigcia
prowadzace do wigkszej grubo$ci otrzymanej warstwy skutkowato w bardziej
warstwowym rozlozeniu pierwiastkow. Cyrkon iniob znajdowat si¢ blizej materiatu
bazowego. Fosfor byt roztozony niemal rownomiernie na catej grubosci warstw. Wapn,
srebro i gal wystgpowaly glownie na powierzchni i w srodkowej czgsci warstwy. Tantal
wskazany w probce MAO 400 3Ga stanowit btad odczytu EDS, ktory w dalszych

badaniach zostal wyeliminowany.

Rysunek 28 przedstawia dyfratogramy rentegonowskie warstw MAO
wytworzonych w elektrolicie bazowym oraz w elektrolicie bazowym z dodatkiem srebra
(29 a) lub galu (29 b).
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Rysunek 28 Dyfraktogramy rentgenowskie warstw MAO wytworzonych w elektrolicie bazowanym oraz z dodatkiem:
srebra (a), galu (b), (przedstawione wyniki sq reprezentatywne dla trzech analiz kazdej probki obrobki

powierzchniowej)

Wyniki XRD wskazuja, ze warstwa MAO otrzymywana z elektrolitu bazowego
z dodatkiem srebra lub galu sktada si¢ przede wszystkim z TiO> oraz z faz pochodzacych
od wapnia wystepujacego W roztworze: Ca(OH),, CaCOs, CaO. Ze wzgledu na porowatg
strukture promieniowanie rentgenowskie moze przenika¢ przez warstwe do podtoza,
a wiec intensywnos$¢ dyfrakcji piku odpowiadajacego fazie Ti we wzorach XRD jest
nadal bardzo mocna. W elektrolicie z dodatkiem srebra widoczna jest dodatkowa faza
Ag20. Natomiast w elektrolicie z dodatkiem galu odnotowano niewielkie piki
wskazujagce wystepowanie Ga03. Dodatkowe fazy byly widoczne gtownie przy

wyzszym napigciu procesu MAO (400 V).

Widma w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR) rejestrowane za pomoca

spektrofotometru zostaty przedstawione na rysunku 29.

130


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

P-O  GaO0
1131 667

1079 660
MAC_400_3Ga . 1019 P-O

605

MAO_300_3Ga Ga-OH

MAC_400_3Ag 3 65

MAQ_300_3Ag PO

Transmitancja [%]

P-0

P.O
Ag-0
Kontrola 0-Ag-0

T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Liczba falowa [cm]

Rysunek 29 Widma w podczerwieni z transformacjq Fouriera (FTIR) przykiadowych probek z dodatkiem srebra lub
galu, rejestrowane za pomocq spektrofotometru

Piki wystepujace przy 605 cm?, 1079 cm?, 1131 cm? przypisuje sie
charakterystycznym pasmom absorpcji PO4>; gdzie 1079 cm?, 1131 cm™ wynikaja
Z rozciggania wigzania P-O, natomiast 605 cm™ wynika z drgan zginajacych grup POs*
[180]. Niewielkie pasma przy 667 cm™ przypisuje sie drganiom zginajacym Ga-O
i drganiom rozciagajacym Ga-O od Ga;Os; [181], natomiast pik okolo 660 cm™
odpowiada drganiom skurczowym Ga-O [182]. Silne wibracje zginajace W probce
MAOQO_400_3GA przy 1019 cm™ przypisuje sie¢ pasmom Ga — OH [181] pochodzacym
od Ga(OH)s. Piki absorpcji przy 875 cm™ i1401 cm™ wystepujace W probkach ze
srebrem pochodzg od wigzan P—O-H, znajdujacych si¢ w HPO4™ (np. CaHPOg4) [183].
Piki przy 665 cm™ przypisane sa do drgan Ag-O i O-Ag-O [184], pochodzacych
od Ag20 i AgO.

9.3.3. Wplyw dodatkow na zwilzalnosé warstw

Na rysunku 30 przedstawiono wartosci kata zwilzania. We wszystkich

przypadkach zastosowanie utleniania plazmowego istotnie obnizyto zwilzalno$¢
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powierzchni. W warstwach wytworzonych w elektrolicie bazowym lub elektrolicie
zawierajagcym nizsze stezenia azotanu srebra napigcie procesu odgrywalo istotne
znaczenie dla zwilzalnosci powierzchni. Dla MAO_300, MAO_300_03Ag i MAO
300_3Ag zmiana napiecia procesu Z 300 do 400 V istotnie obnizata kat zwilzania nadajgc

tym warstwom superhydrofilowy charakter (<10°).
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Rysunek 30 Zwilzalnosé powierzchni kontroli | warstw MAO wytworzonych przy réznych parametrach procesu

(n = 5; dane to srednie £SD; ¥ istotnie rézne od kontroli, * istotnie rézne miedzy grupami napiecia, a istotnie rézne
od prébek wytwarzanych W tych samych warunkach napieciowych, ale w elektrolicie bez dodatku srebra/galu, ° istotnie
rozne od probek wytwarzanych W tym samych warunkach napieciowych, ale 7 inng zawartosciq dodatku srebra/galu,
(p<0.05))

Przy wzrodcie stezenia azotanu srebra odnotowano wzrost kata zwilzania
do 16,33°+3,82° dla probek MAO 400 6Ag, w porownaniu do warstw wykonanych
przy tym samym napieciu, ale réznych zawartosciach azotanu srebra w elektrolicie
(6,36°+2,31° dla MAO 400, 2.0°+0.15° dla MAO 400 03Ag, 1.92°+0.86° dla
MAO_400_3Ag). Dodatek galu (z wyjatkiem MAO 400 03Ga) rowniez prowadzit
do zwigkszenia hydrofilowo$ci powierzchni w warstwach wytworzonych pod napigciem
300 V w stosunku do warstw wykonanych w elektrolicie bazowym, awzrost jego

stezenia dodatkowo poprawial hydrofilowy charakter warstw.

9.3.4. Wplyw dodatkow na wlasciwosci nanomechaniczne

Badania nanoindentacji wykazaly, ze twardos¢ | modut Younga warstw MAO

ulegly obnizeniu w stosunku do probki referencyjnej. Dodatek azotanu srebra
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W najwyzszym stezeniu spowodowat wzrost twardosci warstw przy napieciu procesu 300
V. Z wyjatkiem probek MAO 400 03Ga, dodatek galu spowodowat istotne obnizenie
twardosci i modutlu  Younga w stosunku do Kontroli, warstw wytworzonych
w elektrolicie bazowym, jak iwarstw wytwarzanych w tych samych warunkach
napigciowych, ale z dodatkiem azotanu srebra. Ta grupa probek uzyskala takze
najwyzszy stosunek H/E. Rysunek 31 przedstawia wlasciwosci nanomechaniczne warstw

MAO wraz z dodatkami bioaktywnymi.
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Rysunek 31 Wlasciwosci nanomechaniczne warstw MAO wraz z dodatkami bioaktywnymi: nanotwardosé¢ (a), modul
Younga (b), H/E (c) (n = 10; dane to $rednie +SD; * istotnie rézne od kontroli, * istotnie rézine miedzy grupami
napigcia, aistotnie rézne od probek wytwarzanych W tych samych warunkach napigciowych, ale w elektrolicie
bez dodatku srebra/galu, ® istotnie rézne od prébek wytwarzanych W tym samych warunkach napieciowych, ale z inng
zawartosciq dodatku srebra/galu, © istotnie rézne 0d prébek wytwarzanych W tych samych warunkach napieciowych

ale z innym dodatkiem: srebra/galu; (p<0.05))
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9.3.5. Wplyw dodatkow na sile adhezji warstwy do podioza

Oceny sily krytycznej potrzebnej do powstawania delaminacji dokonano
na podstawie zmian topografii zarejestrowanych przed i po zarysowaniu, oraz sity tarcia
(rys. 33), a takze obserwacji mikroskopowych (rys. 32) z wykorzystaniem skaningowego
mikroskopu elektronowego. Analiz¢ przeprowadzono przede wszystkim w Kierunku
wptywu dodatkow na ewentualng delaminacje warstwy, pomijajac sity wywolujace

kohezyjne i adhezyjne uszkodzenia.

Mozna zauwazy¢, ze we wszystkich przypadkach wyst¢puje podobny trend, gdzie
w poczatkowej fazie linie topografii przed i po tescie zarysowania pokrywajg si¢ ze soba,
po czym nastepuje ich lekkie przesunigcie wzgledem siebie. Przesunigcie to wynika
jedynie z usunigcia czesci warstwy pod wptywem wzrastajacej sity, anie z dotarcia

wgtebnika do podtoza.

Na wykresach mozna zauwazy¢ istotny wzrost sily tarcia miedzy wglebnikiem
a warstwa, jednak tarcie to ma charakter ciggly, a nie gwattowny, zwigzany ze wzrostem
sity docisku wglebnika do porowatego podioza, anie $wiadczacy o0 adhezyjnym

uszkodzeniu warstwy.

W potaczeniu z obserwacja mikroskopowsa, ktéra potwierdzita brak oznak
wystepowania delaminacji, mozna wnioskowaé, ze wszystkie analizowane warstwy

charakteryzuja si¢ dobra przyczepno$cig wytrzymujaca co najmniej sitg 400 mN.

Analiza wykresow i obrazow SEM wskazuje jednak réznice W zachowaniu si¢
warstw MAO pod wptywem testu zarysowania. Przy wyzszych napigciach rysa jest
ledwo widoczna, a charakterystyka sity tracej wynika z wysoce chropowatej i porowatej
powierzchni, a nie z tarcia zwigzanego z dotarciem wgtebnika do podtoza. W probkach
wykonanych przy nizszym napigciu 300 V mozna zaobserwowac liczne peknigcia,
zwigzane Z deformacja kohezyjng. w zadnym przypadku nie zaobserwowano

odwarstwienia na krawedzi (rys. 32).
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Kierunek zarysowania

(b)

;-iv det jmag = WD
10.00 kVIETD|1 000 x|/10.5 mm

"HV | det imag =
10.00 kVIETD!5 000 x/10.8 mm

HV | det|mag = | WD
10.00 kV ETD| 200 x 9.8 mm

HV |det/mags| WD |
10.00 kV|ETD|1 000 x10.3 mm

Rysunek 32 Zdjecie SEM przedstawiajqce przykiadowe uszkodzenia (peknigcia poprzeczne i spietrzenia zaznaczone
odpowiednio strzatkami) powstate w trakcie testu zarysowania (rysa zazmaczona ramkq) dla przykiadowych probek:
MAO_300 (a), MAO_300_03Ag (b), MAO_300_3Ga (c), MAO_400_3Ga (d)

Mozna zauwazy¢ istotng poprawe adhezji warstwy do podloza w poréwnaniu
z warstwami przedstawionymi w rozdziale 9.2.6. Wedtlug uzyskanych wynikow, wzrost
zastosowanego pradu O wigkszej gestosci doprowadzit do istotnego wzrostu
przyczepnosci warstwy do podloza we wszystkich przypadkach. Gwalttowna zmiana
topografii wystepujgca na niektorych wykresach (np. MAO 400 3 Ga) (rys. 33),
zwigzana byla z efektem ztuszczenia czgsci warstwy lub wpadnigciem wglebnika w por
i zerwaniem tego fragmentu, a nie z delaminacjg warstwy, co potwierdza przyktadowe
zdjecie (rys. 32 d).
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(e) MAO_300_3Ag (f) MAO_400_3Ag
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(i) MAO_300_03Ga (i) MAO_400_03Ga
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Rysunek 33 Zmiana topografii zarejestrowana przed i po zarysowaniu (a-k) oraz zaleznosé sity tarcia (Ft) od sily
normalnej Fn warstw MAO (a’-k’) (przedstawione wyniki sq reprezentatywne dla dziesigciu analiz kazdej probki

po obrébce powierzchniowej)
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9.3.6. Badanie szybkosci uwalniania bioaktywnych i antybakteryjnych jonow

Na rysunku 34 przedstawiono szybko$¢ uwalniania bioaktywnych

i antybakteryjnych dodatkow do roztworu PBS po inkubacji przez 1, 3 i 7 dni.
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Rysunek 34 Szybkos¢ uwalniania jonéw srebra/galu do roztworu PBS z warstw MAO wytworzonych przy zmiennych
parametrach (n = 6; dane to Srednie +SD; Wykres (a): * istotnie rézne miedzy grupami napiecia, ® istotnie rézne
od probek wytwarzanych W tym samych warunkach napieciowych, ale 7 inng zawartoscig dodatku srebra/galu ,°
istotnie rozne od probek wytwarzanych W tych samych warunkach napieciowych, ale z innym dodatkiem: srebra/galu,;
Wykres (b): # istotnie réznie miedzy dniami inkubacji (p<0.05))

Wstepna analiza uwalniania jonéw pozwolila zaobserwowaé ogodlny trend,
w ktorym wraz ze Wzrostem zawartosci srebra igalu w elektrolicie stosowanym
do wytwarzania warstwy MAO obserwowano wigksza szybko$¢ uwalniania danych
jonéw do PBS po zadanym okresie inkubacji. Parametrami granicznymi, przy ktorych
zachodzila opisana zaleznosc¢, byty zawartos¢ AgNOsz i Ga(NOz)3 rowna 3 mM i napigcie
wytwarzania warstw rowne 400 V. Przyktadowo, w warstwie wytworzonej z 6 mM
AgNOs przy 400 V zarejestrowano niemal trzykrotny wzrost szybkosci uwalniania jondw
srebra po 3 dniach w stosunku do probek wytwarzanych w elektrolicie zawierajacym 0,3

mM azotanu srebra.

Zarowno wzrost stezenia galu w elektrolicie, jak i wzrost napigcia spowodowat
istotny wzrost szybkos$ci uwalniania jonéw galu do PBS, po 1, 3 i 7 dniach. Po 7 dniach
inkubacji grupy MAO_400_3Ga, wykryto 6,50+1,12 mg/dm? jonéw galu, podczas gdy

po takim samym czasie inkubacji, w probce zawierajacej 10 razy mniej galu uwolnito si¢
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jedynie 0,20+0,04 mg/dm® jonéw. Zestawiajagc to z uwalnianiem si¢ jondéw srebra,

warto$¢ ta oscylowata w okolicach 1,52 mg/dm? jonow srebra.

Porownujgc charakterystyke uwalniania si¢ jonow srebra i jonow galu przy tych
samych parametrach wytwarzania MAO, mozna zauwazy¢, ze przy st¢zeniu 3 mM

I natezeniu 400 V uwolnito si¢ ponad cztery razy wigcej jonow galu niz jondw srebra.

Analizujac szybko$¢ uwalniania obserwowano, ze niemal we wszystkich
przypadkach stezenie jonéw po 24 h inkubacji byto zblizone do zawarto$ci jonéw po 3
dniach inkubacji. Wérod niektorych grup probek odnotowano wzrost zawarto$ci jonow
srebra/galu po 7 dniach inkubacji, w szczegélnosci wsrod probek wytwarzanych
pod napieciem 300 V, gdzie zawarto$¢ jonow W PBS wzrosta o0ok. 38% dla
MAO_300 03Ag, ook. 48% dla MAO_300 3Ag iok. 87% dla MAO_300_3Ga
W poréwnaniu do zawartosci jonéow po 24 h. Dla probek, ktore byly wytwarzane
pod napieciem 400 V, wzrost przy MAO 400 3Ag wyniost ok. 14%, aprzy
MAO_400_6Ag, ok. 24%, co pokazuje, ze bez wzglgdu na zastosowane napigcie wzrost

ilosci AgNO3 i Ga(NOs)z prowadzi do zwigkszenia uwalniania danego jonu.

9.3.7. Wplyw dodatkéw na odpowied? komdrkowq

Zywotno$¢ komoérek hFOB 1,19 hodowanych na powierzchni probek roznila sig
istotnie od komorek hodowanych na dotkach w ptytkach przeznaczonych do hodowli
komorkowej, dlatego dla niemodyfikowanego Ti-13Zr-13Nb kontrolg¢ stanowit pomiar
zywotnosci komorek na dotku (100%). Natomiast niemodyfikowany Ti-13Zr-13Nb

uznano za kontrolg (100%) dla pomiaréw zywotnosci komoérek na warstwach MAO.

Rysunek 35 przedstawia wpltyw powierzchni kontroli iwarstw MAO
wytwarzanych przy roznych parametrach procesu na zywotno$¢ komorek wyrazong

testem MTT.

Mozna zauwazy¢, ze na stopie Ti-13Zr-13Nb bez modyfikacji, po 24 h zywotno$¢
komorek spadta o ok. 20%, po czym po 72 h nastgpit wzrost do 130% w stosunku
do komérek hodowanych na dotkach. Dla probek wytworzonych w elektrolicie
bazowym, jak i zawierajacym do 0,3 mM azotanu srebra zaobserwowano istotny wzrost
proliferacji komoérek po 24 h, ktory nastgpnie zostat wstrzymany i spadt srednio o ok.

25% w stosunku do zywotno$ci komorek odnotowanej na niezmodyfikowanym stopie
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tytanu. Wsrdd tych probek najwyzszy stopien proliferacji po 24 h wykazuja probki
MAO 300 03Ag (210,96%+1,34%). Wraz ze wzrostem zawartosci srebra proliferacja
komorek zmalata utrzymujac si¢ na poziomie 70-80%, zaréwno po 24, jak i 72 h. Przy
najwyzszej zawartos$ci srebra iprzy wyzszym napieciu proliferacja komorek spadta

Z uptywem czasu z 92 do 70%.
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Rysunek 35 Wplyw powierzchni kontroli iwarstw MAO wytwarzanych przy réznych parametrach procesu
na zywotnosé komorek wyrazong testem MTT (n = 6, dane to Srednie +SD; Wykres (a): a istotny wplyw dodatku galu
lub srebra, ® istotnie rézne od prébek wytwarzanych W tym samych warunkach napieciowych, ale 7 inng zawartoscig
dodatku srebra/galu ,® istotnie rézne od probek wytwarzanych W tych samych warunkach napigciowych, ale z innym
dodatkiem: srebra/galu, * istotnie rézne miedzy grupami napiecia; Wykres (b): * istotnie rézne od kontroli, ® istotnie

roznie migdzy dniami inkubacji (p<0.05))
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Analizujac  zywotno$¢ komodrek na warstwach zawierajacych gal mozna
zauwazy¢, ze pierwiastek ten istotnie poprawil proliferacj¢ komorek, ktora w zaleznosci
od parametrow wytwarzania po 24 h wynosita miedzy 150 a 180%. Rowniez po 72 h
zywotnos¢ utrzymywata sie¢ powyzej 100%, co stanowilo najwyzszy wynik dla

wszystkich grup modyfikowanych probek.

Analiza zalezno$ci parametrOw wytwarzania warstw MAO na zywotnos¢
komorek pokazuje, ze zmiana napi¢cia niejednoznacznie wptywata na odpowiedz
komorkowsg warstw. W przypadku probek wytwarzanych w elektrolicie bazowym
I elektrolicie zawierajacym najnizsze st¢zenie azotanu srebra, zywotno$¢ komorek byta
wyzsza na probkach utlenianych przy nizszym napigciu (300 V). Dla galu natomiast
zaobserwowano, ze po 72 h inkubacji przy nizszej zawartosci galu (0,3 mM) proliferacja
byta wyzsza dla MAO 400, a przy wyzszej zawartosci galu (3 mM), wyzsze napigcie

z kolei obnizyto zywotnos$¢ komorek.
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9.3.8. Wplyw dodatkow na Wilasciwosci bakteriobojcze

Ocen¢ aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej przeprowadzono za pomocg

seryjnych rozcienczen i zliczen liczby kolonii bakteryjnych na agarze Muellera-Hintona

(Rysunek 36).

(a)

Bakterie adherentne/Biofim

B Ec, s B sa. 4n
A E.c. 24n B8 s.a., 24n
121 E.coli S.aureus
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Rysunek 36 Logarytm 10 z liczby kolonii bakteryjnych (CFU/mL) dwdch szczepow bakterii: E. colii S. aureus po 4 i 24
h inkubacji, dla kontroli i warstw MAO wytworzonych przy zmiennych parametrach: (a) Bakterie adherentne, (b)
bakterie planktoniczne, (c) szczep E. coli, (d) szczep S. aureus (n = 3; dane to srednie =SD; Wykresy (a), (b): * istotnie
rozne od kontroli, a istotny wplyw dodatku galu lub srebra,

¢ istotnie rozne od probek wytwarzanych w tych samych

warunkach napieciowych ale 7 innym dodatkiem: srebra/galu, * istotnie réine miedzy grupami napiecia ; ® istotnie

roznie migdzy czasem inkubacji, ¥ istotnie rézne migdzy szczepem bakterii; Czerwona pozioma przerywana linia

na wykresie (b) zaznacza poczqtkowe inokulum zawiesiny bakteryjnej; \Wykresy (c), (d): @ istotnie rézne miedzy formg

bakterii: planktoniczna/biofilm, (p<0.05))
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Czynniki przeciwbakteryjne moga mie¢ dziatanie biobdjcze lub biostatyczne.
Podczas gdy biocydy (bakteriobdjcze 1 grzybobdjcze) powoduja  $mieré
mikroorganizmoéw,  biostatyki  (bakteriostatyczne i fungistatyczne) prowadzg

do zahamowania ich wzrostu.

Tabela 18 przedstawia klasyfikacje aktywnosci przeciwbakteryjnej wobec dwoch
szczepow bakterii po czasie inkubacji 4 i 24 h wyznaczong na podstawie wspotczynnika

redukcji dla kontroli i warstw MAO wytworzonych przy zmiennych parametrach.

Tabela 18 Klasyfikacja aktywnosci przeciwbakteryjnej Wobec dwdch szczepow bakterii po czasie inkubacji 4 124 h
wyznaczona na podstawie wspolczynnika redukcji dla kontroli iwarstw MAO wytworzonych przy zmiennych
parametrach, gdzie x: brak aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej( <0.5 log redukcji wzrostu drobnoustrojéw), +:
niewielka aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa (0.5-1 log redukcji wzrostu drobnoustrojow) , ++: Srednia aktywnosé
przeciwdrobnoustrojowa (>1do< 2 log redukcji wzrostu drobnoustrojow), +++: dobra aktywnosé¢
przeciwdrobnoustrojowa (>2 do <3 log), ++++: bardzo dobra aktywnos$é przeciwdrobnoustrojowa (>3 log), zielona
ramka: aktywnos¢ bakteriobdjczej (>99,9% redukcji inokulum), niebieska ramka: aktywnosé bakteriostatyczna (90
do 99,9% redukcji inokulum)

4h 24h
E.C. S.A. E.C. S.A.
Plankton Biofilm Plankton Biofilm Plankton Biofilm Plankton Biofilm

Redukcja (R)
/ Klasyfikacja aktywnosci przeciwbakteryjnej
Kontrola <0,5 «x - - 0,84 - - <0,5 «x - - <0,5 «x

MAO 300 <0,5 x |<05 x |<0,5 x /<05 x |<0,5 x [1,39 +* |<05 x (097 +

MAO_400 <05 x |€05 x <05 x |=05 x <05 x <05 x €05 x €05 «x

MAO 300 3Ag |1,90 ++ 4,40 ++++|1,90 ++ 12,09 +++ <05 x |0,73 + |<05 x |2,13 +++

MAO 400 3Ag| 6 ++++|4,43 ++++| 6 ++++'5,40 ++++| 6 ++++|4,03 ++++| 6 ++++ 552 ++++

MAO_300 3Ga <05 x |=<0,5 x =05 x [1,07 ++ <05 x |=0,5 x =05 x <05 «x

MAO_400 3Ga <0,5 x <05 x |<0,5 x <05 x <05 «x |1,08 ++ <05 x <05 x

W wigkszosci przypadkoéw mozna byto zauwazy¢ znaczny wzrost (R<0,5) liczby
drobnoustrojoéw planktonowych E. coli po 4 h inkubacji w porownaniu z nietraktowanym
inokulum. Co oznacza, ze powierzchnie te nie wykazywaly dziatania

przeciwbakteryjnego, a nawet sprzyjaly rozwojowi bakterii.

Jednak dodatek srebra do warstw MAO pozytywnie wptynat na wlasciwosci
antybakteryjne. Przy zastosowaniu nizszego przytlozonego napigcia probki

charakteryzowatly si¢ dziataniem bakteriostatycznym wobec bakterii S. aures i E. coli
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po 4 h inkubacji, natomiast zwigkszenie przylozonego napigcia do 400 V spowodowato
99,9% redukcje wzrostu drobnoustrojow, ktdra zostata utrzymana rowniez po 24 h
inkubacji, wobec obu szczepow bakterii. Swiadczy to o dziataniu bakteriobdjczym
probek MAO_400_3Ag.

Po wydhluzeniu czasu inkubacji do 24 h, w probkach kontrolnych i bez dodatku
srebra/galu mozna bylo zauwazy¢ stabg tendencj¢ do zmniejszania si¢ liczby bakterii E.
coli. Odwrotny efekt zaobserwowano w MAO 300 3Ag, gdzie wlasciwosSci
bakteriostatyczne odnotowane po 4 h inkubacji ulegly zmianie, a po 24 h inkubacji S.
aureus i E. coli rozmnozyty si¢ istotnie (~50%) w porownaniu do 4 h inkubacji.
Zaobserwowano, ze po 24 h bakterii S. aureus bylo ook. 20% wigcej w stosunku

do liczby bakterii E. coli.

Podobny trend zaobserwowano w przypadku bakterii adherentnych (biofilmu),
gdzie warstwa MAO_400_3Ag spodowata >99.9% redukcji wzrostu mikroorganizmow
zarowno W stosunku do bakterii Gram-ujemnych, jak i Gram-dodatnich. Natomiast
probki MAO 300 3Ag byly bakteriobdjcze wobec E. coli po 4 h i bakteriostatyczne
wobec S. aureus po 4 i24 godzinach. Aktywno$¢ bakteriostatyczna MAO 300 3Ag
wskazuje, ze mniejsza liczba jonow srebra wigczonych do warstwy prowadzi raczej

do zmniejszenia adhezji bakterii i ich reprodukcji, niz do ich catkowitej biobdjczosci.

Ponadto, podczas oceny liczby bakterii adherentnych mozna byto zauwazyé
dodatkowe dziatania MAO 300 3Ga i MAO_400_3Ga wobec bakterii. Charakterystyka
bakteriostatyczna odpowiednio dla S. aureus po 4 h inkubacji i E. coli po 24 h moze

sugerowacé, ze gal rowniez wptywa na wzrost liczby bakterii.

Wyniki aktywnos$ci bakteryjnej po4 h inkubacji sa zgodne z obserwacja
LIVE/DEAD, w ktorej zarowno intensywnos¢ zielonej fluorescencji E. coli, jak i S.

aureus zmniejszyta si¢ wraz z dodatkiem srebra.

Na obrazach SEM po 4 h inkubacji mozna byto zaobserwowa¢ wydtuzone formy
bakterii E. coli oraz kuliste S. aureus. Wyniki LIVE/DEAD i obserwacji SEM
potwierdzity wyniki widniejace na wykresach liczby kolonii bakterii i wykazatly, ze
na probkach MAO 400 3Ga nastgpil istotny rozwoj kolonii bakterii, w przypadku

bakterii S. aureus mozna nawet zauwazy¢ rozwinietg forme biofilmu.
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Rysunek 37 przedstawia obrazy bakterii bakterii E. coli i S. aureus uzyskane
z wykorzystaniem mikroskopu SEM i fluorescencyjnego.

E.coli S.Aureus

) J
,,'v.):li

MAO_400

MAO-300_3Ag

MAO_400_3Ag

MAO_300_3Ga

MAO_400_3Ga

400pm|
—_—

Rysunek 37 Bekterie E. colii i S. aureus wystgpujgce na prébkach referencyjnych i warstwach MAO wytworzonych przy
zmiennych parametrach, uzyskane w obrazowaniu SEM (pierwsza iczwarta kolumna) oraz mikroskopu
fluorescencyjnego przedsatwiajgce obraz zZywych bakterii (druga i pigta kolumna) oraz obraz martwych bakterii
(trzecia i szusta kolumna)
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9.3.9. Podsumowanie rozdzialu

Do elektrolitu bazowego wprowadzono azotan srebra i/lub azotan galu jako zrodto
dodatkow bioaktywnych, W trzech rdéznych stezeniach: 0,3, 3 i 6 mM i przeprowadzono
utlenianie mikrolukowe pod 2 napieciami: 300 i 400 V, z zastosowanym natezeniem 83
mA, w czasie 15 minut. Nie udato si¢ wytworzy¢ warstw W elektrolicie zawierajacym 6
mM azotanu galu ani mieszaniny azotanu srebra i galu (3mM), dlatego do dalszych badan

zrezygnowano z tych grup probek.

Wiaczenie srebra do warstw spowodowalo obnizenie $redniej $rednicy porow,
wzrost zawartosSci srebra W warstwie i wzrost kata zwilzania (przy 6 mM AgNO3z), wzrost
uwalniania ( przy 3 mM AgNOs i400 V), wzrost odpowiedzi komodrkowej (przy 0,3
mM), a nastepnie wraz ze wzrostem stezenia azotanu srebra zahamowanie proliferacji
przy jednoczesnym wzroscie odpornosci bakteryjnej, gdzie przy MAO_400_3Ag
warstwy uzyskaty 100% skutecznosci antybakteryjnej. Dodatek srebra nie wptynat

istotnie na chropowatosc¢, grubos¢, ani stosunek Ca/P.

Wilaczenie galu natomiast wplyneto na obnizenie wielkosci pordéw, a przy 3 mM
Ga(NOz)3 1400 V obserwowano obnizenie grubosci warstwy, wzrost chropowatosci,
wzrost szybkosci uwalniania galu, istotne obnizenie kata zwilzania, a takze fenomenalny

wzrost proliferacji komorek. Gal nie wykazywat wlasciwosci bakteriobojczych.

Dodatkowo, mozna stwierdzi¢, ze dodatki nie miaty istotnego wptywu na warto$¢
stosunku Ca/P oraz nie spowodowaty obnizenia adhezji warstwy do podtoza przy zadane;j

sile.
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9.4 Wplyw metody wytwarzania implantéw na charakterystyke
warstw MAO

9.4.1. Poréwnanie mikrostruktury, morfologii, sktadu chemicznego i fazowego

materialow referencyjnych i wytworzonych na nich warstw MAO

Rysunek 38 przedstawia obrazy uzyskane przy uzyciu mikroskopu $wietlnego
i elektronowego mikroskopu skaningowego wytrawionych probek wytworzonych

metodg SLM oraz probek pozyskanych z komercyjnego preta.

Mikroskpia éwietln Mikroskopia elektronowa

Rysunek 38 Obrazy mikroskopii Swietlnej (a, b) i elektronowej (a’, a”, b’, b”) wytrawionej prébki wytworzonej metodq
SLM (a) oraz wytrawionej probki W formie komercyjnego preta (b), gdzie strzatki wskazujq granice jeziorka topliwego,

okrqg: porowatosé)

Widoczne obrazy wyraznie Wwskazuja roznice W mikrostrukturze stopu

w zaleznosci od metody wytworzenia probki referencyjne;j.

Obserwacja SEM  mikrostruktury stopu Ti-13Zr-13Nb  prgta  ujawnita
wystepowanie mieszaniny drobnoziarnistej iglastej morfologii martenzytycznej (ptytki
0 zréznicowanych rozmiarach, majace ksztalt soczewek, utozone pod kgtem 60 lub
120°), jak roéwniez listwowego martenzytu (ksztalt masywnych listew rownolegle
utozonych wzgledem siebie) W obrebie ziaren fazy [, oraz charakterystycznie
przeplatajaca si¢ lamelg (blaszka) fazy a powstatg na granicach bylej fazy B (kolonia a +
). na obrazie b’ i b’’ jasne pola przedstawiajg faze B, ciemne pola za$ faze o [185], [186].
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Srednica ziaren fazy B, oszacowana na podstawie obrazéw SEM, wynosita od 10 pm
do 80 pum, natomiast szeroko$¢ listew fazowych o' oszacowano na ok. 100-300 nm.
Analiza widm XRD potwierdzita strukture stopu Ti-13Zr-13Nb preta skiadajaca sie

glownie z faz o, o’ i B.

Stop Ti-13Nb-13Zr wytworzony metoda SLM wykazywal odmienng strukture,
w ktorej Sciezki skanowania laserowego 1 $lady stopionego jeziorka 0 ksztalcie potelipsy
sg wyraznie widoczne. Oprdcz ksztaltu potelipsy sladow stopionego jeziorka, obserwuje

si¢ rowniez morfologie przypominajgce pasma.

Obrazy z mikroskopu optycznego i elektronowego wykonane byly réwnolegle
do kierunku budowania elementu i ujawnity kolumnowe ziarna p rosngce wzdhuz osi
z (kierunku budowy), a ich dtugos¢ wynosita nawet 200 um. Analiza XRD przedstawiona
na rysunku 40, oprocz fazy P, wykazata takze wystgpowanie fazy o’, co jest zgodne
z danymi literaturowymi [187]-[189].

Szeroko$¢ poszczegdlnych torow skanu byta w przyblizeniu réwna dlugosci
rozstawu tukow od jeziorka topliwego (na rys. 38 a” zaznaczone strzatkg) powstatego na

skutek topienia materiatu wigzka lasera (okoto 120 um).

Ponadto wewnatrz basenow topliwych zaobserwowano mikropory. Zauwazono
rébwniez obszary zawierajace niestopione proszki, a od krawedzi stopionego jeziorka
widoczna jest mikrosegregacja w postaci krotkich linii prostopadtych do granic $ciezek

skanowania.

Analiza widm EDS (rys. 39) pokazuje zblizony procentowy udziat pierwiastkow
stopowych, jednak na uwagg zastuguje obnizona zawartos¢ cyrkonu (% mas.) w stosunku

do deklarowanej przez producenta (Zr: 13% mas.).
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(a) (b)
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Rysunek 39 Widma EDS wraz z atomowym imasowym udzialem danych pierwiastkéw: wytrawionej probki

wytworzonej metodg SLM (b) oraz wytrawionej probki w formie komercyjnego preta (a)
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Rysunek 40 Dyfraktogramy rentgenowskie referencji wytworzonej: metodq SLM oraz z komercyjnego preta

(przedstawione wyniki sq reprezentatywne dla trzech analiz kazdej grupy)
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HV det mag = ! WD

Pierwiastek mas.% at.%
OK 37,14 62,38
PK 11,57 10,04

Zrl. 6.55 1,93
NbL 3.64 1,05
Agl. 0.69 0,17
CaK 16,12 10,81

13,62

HV | det mag = | WD
10.00 kV|ETD|1 000 x| 10.2 mm

T

Pierwiastek mas.% at.%
0K 35,99 61,75
PK 9.41 8.34

7rl 5,00 1.50
NbL 4,13 1,22
Agl. 0,19 0,05
CaK 10,58 7.25
TiK 34,70 19.89

6.0 80 100 120

10.00 kV|ETD|1 000 x/11.3 mm

HV |det|mag = | WD
10.00 kV|ETD!1 000 x/9.9 mm

Pierwiastek mas.% at.%
0K 38,81 64,29
PK 9,62 8,24
7rl 8,12 236
Nbl. 246 0,70
Agl. 1.86 0.46
CaK 21,30 14,08

TiK

Pierwiastek mas.% at.%
OK 39,05 63,50
PK 10,76 9,04

7rl. 4.39 1.25
NbL. 2.81 0,79
Agl 0.47 0,11
20,89 13,56

21,63 11,75

80 100 120

Rysunek 41 Topografia powierzchni SEM wraz z widmami EDS i skfadem chemicznym powierzchni warstw MAO

wytworzonych na materiale kontrolnym SLM i materiale kontrolnym w postaci preta
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Tabela 19 Stosunek Ca/P [at.%] warstw MAO wytworzonych na materiale kontrolnym SLM i materiale kontrolnym

W postaci preta

CalP [ % at]
SLM_MAO_300 6Ag SLM_MAO 400 6Ag Pret MAO 300 6Ag Pret MAO 400 6Ag

Ca/P

1,83 1,71 0,87 1,50
[% at.]

Analizujac morfologi¢ warstw MAO (rys. 41) i histogramy $rednicy poréw (rys.
42) mozna zauwazy¢, ze warstwa MAO wytworzona na stopie SLM posiada wigcej
nanometrycznych pordéw, 0 $rednicy ponizej 1 pum, W poréwnaniu do warstw MAO
wytworzonych na komercyjnym precie. Metoda wytwarzania materiatu kontrolnego nie
miata istotnego wptywu zaréwno na grubos¢, jak i chropowatos¢ warstw MAOQO, a cechy

te zalezaly gldwnie od napiecia procesu, co jest zgodne z wczesniejszymi analizami.

We wszystkich przypadkach napowierzchni warstw widoczne byly
nierOwnomiernie rozsiane biate czastki, W szczegdlnosci ich liczba przewazata

na warstwach wytworzonych na materiale SLM. Analiza chemiczna EDS (rys. 41)
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potwierdzita wystgpowanie srebra, wykazujac jego wigksza zawartos¢ w warstwach

wytworzonych na materiale SLM oraz wyzszy stosunek Ca/P (tabela 19).

o SLM_MAO_300_
120
100-
80
g 6010.94+0.68um
- E
» &
ot
N
0 e
o 1 2 3 4 65 6 7 8 9 A =
Srednica porow [um] =
&)
MAO_300,
120
100
i 80
ﬂ 60/1:17£0.48um
0
K
20 £
] :
0 1 2 3 4 6 6 7 8 9 10
Srednica poréw [jm|

SLM_Kontrola SLM_MAO_300_6Ag

10pm

10um

-10pm -10pm

50um S

50pum 50pm

Sa=0,05+0,03pym Sa=0,38%0,03um

Pret_Kontrola Pret_MAO_300_6Ag

10um 10um

-10pm -10pum

50um 50pum

50pm 50um

Sa=0,09+0,01ym Sa=0,43%0,07uym

(b)

SLM_MAO_400_6Ag

10pm

-10pm

50um

Sa=1,18+0,07uym

Pret_MAO_400_6Ag

10pm

-10pm 50um

50um

Sa=1,21+0,10pm

Rysunek 42 Histogramy przedstawiajgce srednicg porow (a) (n=250), grubos¢ (b), topografie powierzchni AFM wraz

ze Srednig chropowatosciq Sa (c) warstw MAO wytworzonych na materiale kontrolnym SLM i materiale kontrolnym

W postaci preta (n=20) (dane to Srednie £SD, *istotnie rozne miedzy grupami napieci(p<0.05))

Na rysunku 43 przedstawiono przekroje warstw MAO oraz widma EDS

przedstawiajgce sktad chemiczny warstw wytworzonych na materiale kontrolnym SLM

i materiale kontrolnym w postaci preta.
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SLM_MAO_300_6Ag

Ti-13Zr-13Nb

SLM_MAO_400_6Ag

Ti-13Zr-13Nb

Pret_MAO_300_6Ag

Ti-13Zr-13Nb

Pret_MAO_400_6Ag

Ti-13Zr-13Nb

Rysunek 43 Przekroje warstw MAO oraz widma EDS przedstawiajgce skiad chemiczny warstw MAO wytworzonych

na materiale kontrolnym SLM i materiale kontrolnym w postaci preta (czerwone strzatki wskazujq czgsteczki srebra)

Przekroje ukazujg dobre przyleganie warstwy do podtoza stopu tytanu. Analiza
sktadu chemicznego potwierdzita wystgpowanie srebra, ktore byto widoczne w postaci

bialych jasnych czastek, najczgéciej umiejscowionych na krawedzi powstatych porow.
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W przekroju probki Pret MAO 300 6Ag analiza EDS nie wskazala wystgpowania

srebra, co moze oznaczaé, ze jego ilo$¢ byta ponizej progu wykrywalnosci.

9.4.2. Poréwnanie wlasciwosci mechanicznych materialow referencyjnych

Na rysunku 44 przedstawiono wyniki badania twardosci wykonanych
na nanotwardosciomierzu Vickersa. Uzyskane wyniki wskazuja, ze twardo$¢ probki
referencyjnej wytworzonej metodg SLM jest niemal dwukrotnie wyzsza od referencji

wykonanej z komercyjnego preta.
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Rysunek 44 Twardos¢ kontroli wytworzonej metodg SLM oraz kontroli W postaci komercyjnego preta walcowanego

na gorgco (n = 6; dane to Srednie £SD; * istotnie rézne miedzy grupami, (p<0.05))

9.4.3. Poréwnanie szybkosci uwalniania czynnika aktywnego

Na rysunku 45 przedstawiono szybko$¢ uwalniania jonéw srebra do roztworu
PBS po 7- dniowej inkubacji. Wyniki wskazujg zblizone wartosci ilosci jonow
uwolnionych do roztworu, przy czym zmiana napigcia procesu MAO z 300 na 400 V
na materiale referencyjnym wytworzonym metoda SLM spowodowata istotny wzrost
ilosci srebra uwolnionego do roztworu, w przypadku warstw MAO wytworzonych

na precie nie odnotowano istotnej zmiany.
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Rysunek 45 Uwalnianie jonéw srebra do PBS po 7 dniach inkubacji z warstw MAO wytworzonych przy réznych
parametrach procesu na materiale macierzystym wytworzonym metodg SLM oraz na materiale macierzystym w postaci
komercyjnego preta walcowanego na gorgco (n = 6, dane to srednie +SD; * istotnie rozne miedzy grupami napiecia,

(p<0,05))

9.4.4. Poréwnanie zwilZalnosci powierzchni materiatow kontrolnych i warstw
MAO

Na rysunku 46 przestawiono usrednione katy zwilzania powierzchni kontroli
wytworzonej metoda SLM oraz kontroli w postaci komercyjnego prgta walcowanego
na goraco, a takze katy zwilzania warstw MAO wytworzonych przy dwoch napigciach

na danym materiale macierzystym.

Rysunek 46 Zwilzalnos¢ powierzchni kontroli wytworzonej metodg SLM oraz kontroli w postaci komercyjnego preta
walcowanego na gorgco, a takze warstw MAO wytworzonych przy réznych parametrach procesu na danym materiale
macierzystym (n = 6; dane to srednie £SD; * istotnie rézne od kontroli w danej grupie * istotnie réine miedzy

napieciami W ramach grupy, a istotnie rézne miedzy grupami, (p<0,05))
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Whyniki wskazuja, ze metoda wytwarzania materiatu referencyjnego istotnie
wplywa nazwilzalno§¢ powierzchni, gdzie kat zwilzania materiatu kontrolnego
uzyskanego metodg SLM jest niemal dwukrotnie wyzszy od kata zwilzania materiatu

kontrolnego w postaci komercyjnego preta.

We wszystkich przypadkach zastosowanie modyfikacji MAO istotnie poprawito
zwilzalno$¢ powierzchni wéréd warstw MAO wytworzonych na probce referencyjnej
metodg SLM, zwilzalno$¢ poprawita sie 0 ok. 70% dla probek utlenianych w 300 V oraz
00k. 75% dla probek utlenianych w400 V. W przypadku warstw wytwarzanych
na komercyjnym precie, modyfikacija MAO W nizszych warunkach napigciowych
nieznacznie obnizyla kat zwilzania 0 ok. 24%, ale z kolei zastosowanie wyzszego
napi¢cia doprowadzito do powstania warstwy o superhydrofilowej charakterystyce
(7,03£0,80°).

9.4.5. Podsumowanie rozdzialu

Przeprowadzono badania w kierunku wptywu metody wytwarzania materiatu
referencyjnego — metoda addytywna w poroéwnaniu do metody konwencjonalnej,
na charakterystyk¢ wytworzonych warstw MAO. Wykazano rdznice zaréwno
w charakterystyce materiatow referencyjnych, jak i warstw MAO. Probki Ti-13Zr-13Nb
wytworzone metoda SLM posiadaly nierownowagowa mikrostrukture, wigksza
porowatos¢, wyzsza twardo$¢ oraz wyzszy kat zwilzania W pordwnaniu do probek
wytworzonych w sposob konwencjonalny. Utlenienie materialtu SLM prowadzito
do powstania warstwv MAO 0 mniejszej Srednicy poréw z wigkszg liczbg porow
rozmiarOw nanometrycznych, wyzszym udzialem srebra w warstwie iwyzszym
stosunkiem Ca/P, a takze obnizenia kata zwilzania (przy 300 V) w poréwnaniu do warstw

MAO uzyskanych na precie.

Wyniki stanowig istotng bazg¢ do planowania procesu utleniania mikrotukowego

na materiatach utworzonych metodami addytywnymi.
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10. DYSKUSJA

10.1. Determinanty mechanizmu tworzenia, budowy
I wlasciwosci warstw MAO

10.1.1. Formowanie warstw MAO

Podczas procesu MAO powstajace pole elektryczne migdzy anoda a katoda
sprawia, ze jony wystepujace W elektrolicie mogg porusza¢ si¢ zardwno na drodze
dyfuzji, jak i elektromigracji. Aniony przemieszczaja si¢ z elektrolitu do granicy faz
metal/warstwa, podczas gdy kationy przesuwaja si¢ do granicy faz warstwa/elektrolit.
Gdy aniony i kationy si¢ spotkaja, tacza sie¢, tworzac ceramike tlenkowg (MAQO) powtoki.
Dyfuzja i elektromigracja jonow sa blokowane przez zwigkszenie grubosci powloki.
Literatura podaje, ze w elektrolicie fosforanowym wzrost warstw jest spowodowany
gtownie utlenianiem podtoza i jest bardziej charakterystyczny dla wzrostu do wewnatrz
niz na zewnatrz. Jony PO4’~ moga dosta¢ si¢ na granice faz metal/warstwa na drodze

transportu zwarciowego.

Proces MAO mozna podzieli¢ na kilka etapow. Na poczatku zachodzi proces
dysocjacji zwigzkow zawartych w elektrolicie. Na podstawie uzyskanych wynikow
i danych literaturowych [190]-[192] przedstawiono mozliwy mechanizm wnikania
jonéw wapnia i fosforu do warstw MAO w obecnosci glicerofosforanu (V) wapnia
C3H7CaOeP, ktory rozklada sie¢ na wodorofosforan (V) wapnia CaHPO; ialdehyd
propionowy CsHeO> (10.1-10.3):

Ca(CH3CO0); > 2CH3COO™ + Ca?* (10.1)
C3H7Ca0OsP~> Ca?*+HPOs*+ C3HsO2 (10.2)
Ca**+ HPOs*— CaHPO: (10.3)

Kiedy napigcie oddzialuje na anod¢ i katode, jony ujemne docierajg do anody
w polu elektrycznym, podczas gdy jon Ca?" moze dociera¢ do anody na drodze dyfuzji
[191]. Roéwnoczesnie nastepuje anodowe utlnenianie podtoza i uwalnianie jonow Ti%*

przy jednoczesnym uwalnianiu elektronow, ktore powoduja utlenianie H,O (10.4-10.7):

Ti- 4e > Ti** (10.4)
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2H,0+2e> H+20H" (10.5)

H20 > 2H *+0% (10.6)

Ti* +20%> TiO; (10.7)
W ten sposob powstaje faza rutylu i anatazu wykazana w badaniach XRD.

Wraz z postegpem procesu MAO jony Ca?* moga reagowaé z OH™ tworzac
Ca(OH)2 w elektrolicie (10.8):

Ca?*+ 20H> Ca(OH): (10.8)

Gdy temperatura powierzchni jest wystarczajaco wysoka przy wyladowaniu
iskrowym na anodzie, nast¢puje rozktad Ca(OH)2 do CaO i wody oraz zwigkszenie ilosci
dwutlenku tytanu (10.9-10.11):

Ca(OH)2=> CaO+H.0 (10.9)
Ti*+40H > TiO2+2H,0 (10.10)
3CaHPO4~> Cas(POa)2+POs+ 3H* (10.11)

Rowniez, przy wysokiej temperaturze procesu, jony wapniowe, tytanowe,
tlenowe i wodorotlenkowe moga reagowaé ze soba tworzac tytanian wapnia CaTiOs3
[191] (10.12):

Ca?* +Ti*" +20% +20H-> CaTiOs+ H.0 (10.12)

Dodatki do elektrolitu w postaci azotanow wprowadzaja nowe warunki

zachodzenia reakcji w elektrolicie.

Literatura przedmiotu podaje, ze W zaleznosci od pH roztworu gal wystgpuje
pod réznymi postaciami, tym samym jego zawarto$¢ W warstwach $cisle zalezy od pH
roztworu. w roztworach kwasnych gal wystepuje W postaci jonéw Ga®*, w roztworach
obojetnych w postaci wysoce nierozpuszczalnego amorficznego zwigzku Ga(OH)s,

natomiast w roztworach zasadowych gal przyjmuje posta¢ krystalicznego Ga(OH)4 [161].

W niniejszym badaniu, przygotowanie roztworu rozpoczynano od rozpuszczenia
Ga(NOs)3 w wodzie destylowanej, nastepnie wartos¢ pH roztworu doprowadzano do 9,0
za pomoca NaOH, a na koncu dodawano elektrolit bazowy (Ca, GP), aby mie¢ pewnos¢,

ze gal byt w stanie jonowym Ga(OH)s, a nie w stanie koloidalnym lub osadzonym.
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Na podstawie uzyskanych wynikow ponizej przedstawiono mozliwy mechanizm

wnikania jonéw galu do warstw MAO [161] (10.13-10.14):
Ga**+30H >Ga(OH)s (10.13)
Ga®*+40H™ =[Ga(OH)4] (10.14)

W fazie MAO aniony takie jak [Ga(OH)4]", OH, PO+’ najpierw elektromigruja
doanody pod wptywem pola elektrycznego, gromadza si¢ nagranicy faz
anoda/elektrolit, a nastgpnie sa witaczone do powtoki MAO przez wytadowanie iskrowe.
na skutek wystepowania lokalnych wysokich temperatur aniony [Ga(OH)4]

na powierzchni anody przeksztalca si¢ w tlenek galu (Ga203).

Jednoczesnie dochodzi do jonizacji tytanu i powstaty Ti** reaguje z OH™ tworzac
anataz i rutyl TiO, (jak zostalo omowione wczesniej). Poniewaz reakcja miedzy Ga®*
i OH™ prowadzaca do powstania [Ga(OH)s4]” jest odwracalna, w roztworze wcigz
znajduje sie niewielka iloé¢ Ga®'. Kiedy jony Ga®* docieraja do granicy faz
anoda/elektrolit, moga reagowaé zjonami POs* tworzac GaPOa, ktory jest
nierozpuszczalny w wodzie. Wyniki EDS wykazaty, ze w warstwach zawartos¢ fosforu
jest wigksza niz zawarto$¢ galu, co wskazuje, ze oprocz GaPOgs, jony P w warstwach
MAO wystepuja W innych zwiagzkach, jak naprzyktad amorficzny fosforan tytanu.
W zwigzku z powyzszym, W warstwie MAO moga wystepowaé przede wszystkim
zwigzki: TiO2, Gax03, GaPOs, ktorych tworzenie podsumowano W réwnaniach 10.15-

10.18:

Ti-de =2Ti* (10.15)
Ti**+40H™ 2Ti0+2H,0 (10.16)
2[Ga(OH)4]" = Gap03+3H,0 +20H" (10.17)
Ga**+P0s’~ = GaPO:q (10.18)

Woazrastajace stezenie Ga(NO3)s zwigkszato przewodnictwo roztworu itym

samym sprzyjato elektromigracji ujemnie natadowanego [Ga(OH)a4]" w kierunku anody.

Wprowadzenie do elektrolitu azotanu srebra zkolei, moglo spowodowac

nastepujgce mechanizmy wigczania srebra (10.19-10.21):

AgNOs>Ag* + NO* (10.19)
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2Ag* + HPO4> > Ag2HPO4 (10.20)

2AgH+20H > Ag,0+ Ho0 (10.21)

Dysocjacja azotanu srebra i powstanie tlenku srebra (1) sa istotnie prawdopodobne
I potwierdzone przez zabarwienie elektrolitu w trakcie trwania procesu MAO na lekko
brunatng barwg (10.22).

AgNO3>AgO + NO; (10.22)

Roéwniez powstaty tlenek srebra AgO przy wyzszych temperaturach rozktada si¢

do tlenku srebra(l) (Agz0) i tlenu (10.23).

2Ag0 > Ag0 + % O; (10.23)

Powyzsze reakcje sa jedna z mozliwos$ci wlaczenia zwigzkéw aktywnych
do warstwy, w celu potwierdzenia przebiegu tych reakcji nalezatoby wykonac
doktadniejsze badania potwierdzajace rodzaj powstalych wigzan chemicznych przy
pomocy rentgenowskiej spektrometrii fotoelektronéw (XPS, z ang. X-ray photoelectron

spectroscopy).

10.1.2. Wplyw stosowanych parametrow procesu na charakterystyke warstw

MAO
Przeprowadzone badania potwierdzity, ze parametry procesu istotnie wplywaty
na charakterystyke warstw. Ponizej omowione zostaly najwazniejsze determinanty i ich

wplyw na warstwe.
Napiecie

Badania przeprowadzone w ramach rozprawy doktorskiej potwierdzilty dane
literaturowe, wedlug ktorych stosowane napigcie jest jednym Zz najwazniejszych

czynnikow procesowych, 0 dominujgcym wptywie na charakterystyke warstw [106].

Analiza topografii probek wykazata duzy wplyw parametru napigcia
na charakterystyke uzyskanych warstw W elektrolicie bazowym skladajacym si¢
z glicerofosforanu wapnia i octanu wapnia. Kazdorazowa zmiana napigcia 0100 V
prowadzita do istotnych réznic uzyskanych topografii. Przy napigciu 200 V niecata
powierzchnia uzyskata typowa dla warstw MAO porowatos¢, przy napigciu 300 V

wystepowata najbardziej jednolita warstwa, natomiast zastosowanie napigcia 400 V
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spowodowato powstanie warstwy najbardziej nieregularnej z wulkanopodobnymi
strukturami. W elektrolicie bazowym $rednia $rednica poréw wzrastata wraz ze wzrostem
napigcia i wynosita od ok. 0,4 do 5 um. Uwaza si¢, ze $rednice poréw sg okreslane przez
rozne procesy zachodzace podczas wzrostu warstwy tlenku przez MAO: zwigkszenie
gestosci  pradu przy lokalnym przegrzaniu; jonizacje z tworzeniem plazmy;
mikrowytadowania elektryczne z ciggtym przetapianiem tlenku i tagczeniem si¢ z innymi
zwigzkami z elektrolitu [193]. Powstanie porowatych i wulkanicznych struktur warstw
MAO byto spowodowane intensywnym wytadowaniem iskrowym. Iskry najczesciej
pojawialy sie¢ W najstabszych obszarach granicy wytadowan, gdzie wytwarzany byl tlen
I inne gazy. Gaz wydostawat si¢ Z kanalu wyladowczego, a nastepnie wokot niego szybko
zestalaly sie¢ stopione zwigzki przenoszone przez elektrolity. Mozna przypuszczaé, ze
przy napigciu 200 V przebicie warstw dielektrycznych i wytadowanie mikrotukowe nie
bylo skuteczne w tworzeniu w petni porowatej warstwy MAO. Gdy maksymalne napigcie
wynosito 300 V, trwale i Stabilne wyladowanie plazmy elektrolitycznej spowodowato
regularne rozmieszczenie poroéw na powierzchni o stosunkowo jednolitej $rednicy
porow. Gdy proces MAO przeprowadzono przy wyzszym napigciu 400 V, intensyfikacja
zachodzacych procesow doprowadzita do zwigkszenia iloSci gazu, ktory uwalniajac si¢
pozostawil po sobie wulkanoksztaltne struktury. Dodatkowo rozmiar mikroporow
zwigkszyl si¢, gdy niektore kanaly wyladowcze potaczylty si¢ ze soba, uzyskujac srednice
nawet 14 um. Wraz ze wzrostem napigcia zaobserwowano mikropeknigcia, ktére mogty
by¢ spowodowane naprezeniami termicznymi [194], badz wynikiem rozpadu
pecherzykow plazmy elektrolitycznej na powierzchni stopu, ktore stale uwalniajg duza
ilo§¢ energii, albo byly efektem szybkiej kondensacji stopionego zwigzku podczas
wystawienia na dziatanie zimnego elektrolitu [195], lub wreszcie szybkiej transformacji

tlenkow z postaci amorficznej do krystalicznej [196].

W celu biofunkcjonalizacji warstw MAO, do bazowego elektrolitu (Ca, GP)
dodano azotan srebra lub azotan galu w trzech stezeniach (0,3 mM, 3 mM i 6 mM).
Na podstawie przeprowadzonej analizy parametrow procesu MAO, do dalszych badan
nad wprowadzeniem czynnikow bioaktywnych zrezygnowano z przeprowadzania
procesu pod napigciem 200 V iz czasem 10 min. Natomiast wstgpna charakterystyka
warstw nie dala jednoznacznego wykazania przewagi stosowanego napigcia 300 V
w stosunku do 400 V, dlatego dalsze badania przeprowadzono przy statym nate¢zeniu

pradu, w statym czasie, pod dwoma zmiennymi warto$ciami napiecia 300 i400 V.
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Badania wykazaty, Ze przy dobranych parametrach procesu nie byto mozliwe uzyskanie
warstwy MAO w elektrolicie z dodatkiem 6 mM azotanu galu, poniewaz napigcie
podczas obrobki nie wzroslo wystarczajagco. Podjeto rowniez probe wytworzenia
elektrolitu z jednoczesnym dodatkiem azoanu srebra (3 mM) i azotanu galu (3 mM), ale
réwniez otrzymanie ozekiwanych warstw MAO okazato si¢ niemozliwe. Mozna uznac,
ze gdy stezenie azotanu galu lub azotanu galu z azotanem srebra byto zbyt wysokie,
rezystancja elektryczna powstatej warstwy tlenkowej stawata si¢ niska. W zwigzku z tym
wzrost warstwy tlenku zostat zahamowany. Podobne zjawisko zaobserwowata inna grupa
badawcza, ale w przypadku proby wytworzenia warstw W elektrolicie zawierajagcym 5
mM AgNOs [143] . Podczas gdy w badaniach w ramach rozprawy doktorskiej
Z powodzeniem uzyskano warstw¢ MAO W elektrolicie zawierajacym 6 mM AgNOs,
Tsutsumi i in. wykorzystywali ten sam elektrolit bazowy sktadajacy sigz 1M GP i 1,5 M
CA, aproces MAO przeprowadzano w czasie 10 min. Zmienng, ktora mogta wptynaé
na powodzenie wytworzenia warstwy w roztworze zawierajagcym 6 mM AgNOs, mogta
by¢ roéznica w materiale bazowym (TNTZ w poréwnaniu z Ti-13Zr-13Nb), metodzie
wytwarzania materialu bazowego (kuty na goraco iwalcowany nazimno TNTZ
w porownaniu Z Ti-13Zr-13Nb wytworzonym metodg SLM) i/lub wynikaé z ggstosci
zastosowanego pradu (251 A/m? w przypadku TNZT i500 A/m? dla Ti-1Zr-13Nb).
Niektorzy autorzy sugeruja dodanie KOH lub NaOH do elektrolitu w celu zmniejszenia
napigcia przebicia poprzez zmniejszenie opornosci roztworu i ustabilizowania
wyladowania. Jednak w badaniach prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej
dodanie NaOH i ustabilizowanie roztworu do pH 9 nie byto wystarczajace do uzyskania
warstwy w elektrolicie zawierajacym 6 mM Ga(NO)s. W przysztosci nalezatoby
rozwazy¢ dodanie zwigzkoéw chelatujacych (np. EDTA, cysteing), ktore mogg poprawic

migracje galu w strong anody.

Wptyw danego dodatku na charakterystyke warstw mozna bylo obserwowaé
przede wszystkim przy nizszym napigciu wytwarzania MAO. Efekty wysokiego napigcia
zdominowaly ewentualny wplyw dodatkow na morfologie ibyly trudne w ocenie.
Dodatek srebra do elektrolitu bazowego spowodowat powstanie bardziej nieregularnych
warstw 0 zwiekszonej nanoporowatosci (Srednica poréw <1 um) przy jednoczesnym
pojawianiu si¢ wiekszych rozmiaréw poroéw oraz nieznacznie zwigkszonej chropowatosci
(przy 300 V) wstosunku do warstw wytworzonych w elektrolicie bazowym

i w elektrolicie z dodatkiem galu. Przy nizszym napigciu $rednia wielko$¢ porow
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w warstwach z dodatkiem galu byla wyzsza niz w warstwach zawierajacych takie samo
stezenie srebra. Brak istotnego wptywu dodatku srebra na chropowatos¢, ktora wynosita

ok 3,2 um, odnotowano rowniez W badaniach innej grupy [162].

Grubos¢ warstw MAO w elektrolicie bazowym rdéwniez wzrastata wraz ze
wzrostem napiecia | wahata si¢ od 4,1 do 26,8 um, odpowiednio dla MAO 200
i MAO 400, co byto zwigzane z intensyfikujacymi si¢ procesami elektrochemicznymi
przy zwiekszonym napigciu procesu. Podobne wyniki otrzymat Chen i in., w ktoérych
warstwa wytworzona na stopie Ti-39Nb-6Zr miata grubos¢ ok. 15 um po 10-minutowym
procesic MAO prowadzonym przy napigciu 400 V [197]. Inni autorzy uzyskiwali wyzsze
grubosci osiggajace 60 um [198] lub nawet 110 wm [199]. W pierwszym przypadku duza
grubo$¢ uzyskanych warstw spowodowana byla zmiang dynamiki procesu zwiazang
z wicksza zawartoScig W elektrolicie fosforu niz wapnia. Z kolei w badaniach
Sedelnikovej iin. [199] proces MAO byl przeprowadzany z wykorzystaniem pradu
zmiennego, co utrudnia poréwnanie I interpretacje wynikow. Dodatek azotanu galu (3
mM) przy wyzszym napigciu procesu MAO spowodowal istotny, niemal dwukrotny,
spadek grubosci (11,50+2,63 um) wytworzonej warstwy W stosunku do warstw
bazowych (20,87+2,27 um) i warstw zawierajacych srebro (22,41+£2,54 um). Przyczyna
moégl by¢ wspomniany powyzej problem z obnizong rezystancja elektryczng powstatej
warstwy tlenkowej izahamowaniem procesu wzrostu. Zkolei grubo$¢ warstwy
wytworzonej w elektrolicie 0 nizszym st¢zeniu galu (MAO_400 03Ga) byta zblizona
do grubosci warstw wytworzonych W tym samych warunkach napigciowych, ale
w elektrolicie bazowym (MAO _400), co oznaczalo, ze stezenie 0,3 mM bylo zbyt niskie,
by istotnie wplywato na formowanie si¢ warstwy. Otrzymane wyniki byly spdjne
z wynikami uzyskanymi w innych pracach. Np. Zhoung iin. wykazali, ze wyzsze
stezenie Ga(NO3)3 spowolnito proces powstawania warstw MAQ, a otrzymane grubos$ci
wahaty si¢ 0d 2,7 do 6,9 pm. Dodanie mieszaniny zwiazkow NaSO4, Na2SiOz i NasPO4
istotnie poprawito przebieg procesu anodowania mikrotukowego [159]. Dodatek srebra
natomiast nie mial istotnego wptywu na grubo$¢ warstw, CO réwniez przedstawiono
w badaniach [143]. Chociaz niektorzy autorzy odnotowali wzrost grubosci warstwy wraz
z zawartoS$cig srebra W elektrolicie od 11,4 +1,4 do 19,4+2,3 um [162], to dodatek srebra
byt tu posrednim czynnikiem wptywajacym na grubos$¢, poniewaz wraz ze wzrostem

stezenia rosta gesto$¢ pradu, ato powodowato wzrost grubosci warstw. W badaniach
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w ramach rozprawy doktorskiej nie zachodzil taki proces, gdyz warto§¢ natezenia byla

statg zadang.

Proces MAO wykonywany pod napieciem 200 i 300 V skutkowal powstaniem
warstwy o zblizonej chropowatosci (Ra=0,34-0,46 um przy 200 V i Ra=0,28-0,53 um
przy 300 V), dopiero wzrost warto$ci do 400 V spowodowat istotny, pigciokrotny wzrost
chropowato$ci (Ra=1,67-2,92 um), zwigzany Z wystepowaniem struktur wulkanicznych.
Wyniki chropowatosci byty skorelowane z grubo$cig warstw, bowiem wraz ze wzrostem
grubosci warstwy do rozbicia warstwy dielektrycznej potrzebna byta wyzsza energia, co
prowadzito do wzrostu chropowato$ci. Uzyskane wyniki sg zblizone, cho¢ nieco wyzsze
od wartosci przedstawianych w danych literaturowych. Karbowniczek i in. [198] przy
uzyciu tego samego elektrolitu, pod impulsem pradu statego 0 napigciu 400 V w czasie 5
min, uzyskali Ra = 1,6 um. Lin i in. [197] podali Ra = 1,86 um dla stopu Ti-39Nb-6Zr
poddanego obrobce MAO po 10 minutach pod napieciem 400 V. Sedelnikova i in. [199]
wykazali, ze stopy zawierajace Zr | Nb charakteryzowaly si¢ nizszymi warto$ciami
chropowato$ci W poréwnaniu do warstw wytworzonych naczystym Ti. Dodatki
wprowadzone do elektrolitu bazowego nie mialy istotnego wptywu na chropowatosc
warstw i rowniez w tym przypadku gtdéwnym czynnikiem wptywajacym na parametr
chropowato$¢ bylo napigcie, gdzie wraz ze wzrostem napigcia warto$ci chropowatosci
wzrosly nawet szeSciokrotnie. Wyjatek stanowity probki wytworzone przy wyzszym
stezeniu azotanu galu | wyzszym napigciu MAO_400_3Ga, ktore charakteryzowaty sie
najwickszg wartos$cig chropowatosci powierzchniowej Sa (1,90+£0,04 pm) sposrod
wszystkich probek. Mogto by¢ to zwiazane z wyzsza przewodnoscia elektrolitu | wyzsza

uwolniong energig W procesie, powodujaca wzrost chropowatosci [200].

Analiza wynikow EDS potwierdza, ze proces MAO wplywa nie tylko
na morfologi¢ powierzchni, ale takze na sktad chemiczny warstw tlenkow. Obecno$¢
wapnia ifosforu w badaniach EDS potwierdza skuteczno$¢ procesu wlaczania
sktadnikoéw elektrolitu do warstwy na drodze wytadowania mikrotukowego, natomiast
obecno$¢ tytanu, cyrkonu iniobu dowodzi migracji pierwiastkow z metalicznego
podtoza. Wysokie stezenie tlenu w warstwach MAO S$wiadczy 0 intensywnym
anodowaniu [201]. Natomiast wysoka warto$¢ wegla wykryta podczas badania EDS
moze by¢ zwigzana Z zanieczyszczeniami pochodzgcymi z atmosfery CO. podczas
obrobki MAO, z wewnetrznych $cianek komory prézniowej w SEM, atakze

z przypadkowo niewtasciwego przechowywania probek [202]. Zgodnie z literaturg
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bardzo trudno jest uzyskac i przeanalizowa¢ wiarygodng warto$¢ zawartosci wegla
zapomocg spektrometrii rentgenowskiej z dyspersja energii, dlatego w kolejnych

rozdziatach wyeliminowano wegiel z analizy EDS.

Stosunek Ca/P, wazny ze zwzglgdu nazdolno$¢ danego materiatu
do indukowania apatytu i promowania osteointegracji [118], wzrastal wraz ze wzrostem
stosowanego napig¢cia, jednak nawet najwyzsza wartos¢ uzyskana W probce
MAO 32 15 400 (Ca/P=1,38) byla istotnic nizsza od preferowanej wartoSci
wystepujacej W apatycie kostnym (Ca/P=1,67). Literatura donosi, ze elektrolity,
w ktorych sktad wchodzit glicerofosforan wapnia i octan wapnia, byly odpowiednie
do tworzenia  warstw  oOstosunku Ca/P  rOwnym  wartoSci  wystepujacej
w hydroksyapatycie [123]. Zdrugiej strony Han iin. [203] przedstawili badanie
wykazujace, ze probki 0 stosunku atomowym Ca/P rownym 1,73 nie wykazywaty
zdolnosci indukcji apatytu, podczas gdy probki 0 wyzszej zawartosci Ca i P, ale nizszym
stosunku atomowym Ca/P wykazywaly wystepowanie apatytu na powierzchni. Dodatek
srebra w wyzszych stezeniach (przy procesie prowadzonym przy wyzszym napigciu)
spowodowat powstanie warstw ze stosunkiem Ca/P blizszym oczekiwanej wartosci 1,67.
Jednak to probki wytworzone W elektrolicie zawierajacym 0,3 mM galu wykazaly si¢
najlepszym (najblizszym wartosci dla naturalnego apatytu) stosunkiem Ca/P réwnym
1,68+0,05. Mozliwe przyczyny to rozny wptyw jonow w elektrolicie na ich wzglgdne

szybkosci migracji do metalu i potencjaty elektroosadzania.

Udziat dodatkow w warstwie zalezat przede wszystkim od stezenia azotanu
srebra/galu w elektrolicie i w mniejszym stopniu od zastosowanego napigcia. Godny
uwagi jest fakt, ze niektore warstwy wykazaly nizsza zawarto$¢ powierzchniowag
pierwiastka aktywnego (Ga lub Ag) w warstwach wytworzonych pod napigciem 400 V
niz 300 V, np. zawarto$¢ Ga w warstwie MAO_ 300 3Ga wynosila 0,49+0,07% at. Ga,
podczas gdy w warstwie MAO 400 3Ga wynosita 0,33+0,03% at. Ga. Podobng sytuacje
zaobserwowano w probce wytworzonej W 0,3 mM roztworze azotanu srebra. Jedna
z prawdopodobnych przyczyn moglo by¢ wprowadzenie wigkszej iloSci pierwiastkow
do wnetrza warstwy, spowodowane intensyfikacja procesow elektrochemicznych
zachodzacych przy wyzszych napigciach. Podstawa tego stwierdzenia moze by¢ fakt, ze
analiza zawartosci pierwiastkow W przekroju wykazata istnienie galu wewnatrz warstwy
wytworzonej w 400 V, natomiast przy nizszym napigciu procesu MAO, gal byt ponize;j

wartosci wykrywalnosci przez EDS §wiadczac, ze wickszo$¢ tego pierwiastka zostata
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osadzona na powierzchni. W poréwnaniu do badan innych autoréw, implementacja
pierwiastkow do powierzchni byla nizsza, biorgc pod uwage takie samoO stgzenie
zastosowanego zrodta tych pierwiastkow. W badaniach, w ktorych zastosowano dodatek
0,06 i 0,03 mM AgNOs, zawartos¢ Ag byta ponizej wykrywalnosci EDS (<0,1% mas.)
[141]. Przy 2 mM azotanu srebra zawarto$¢ Ag wynosita 2,1+0,6% mas. [144]. W innych
badaniach dodatek 2,5 mM azotanu srebra skutkowat wiaczeniem ok. 3,2% at. Ag [137].
Z kolei Song i in. przy dodaniu 4 mM azotanu srebra uzyskali jedynie 0,21-0,45% mas.
Ag w warstwie [141]. Natomiast przy 1,7 i 5 mM AgNO3 zawarto$¢ srebra wahata si¢
0d 0,2 do 0,8% at. [162], a z kolei dodatek 8 mM Ga(NOz)3 pozwalat uzyskaé warstwy
z zawartoscig galu ok. 1,03% at. Mozna zauwazy¢ bardzo duze rozbieznosci
w otrzymywanych wynikach, wynikajace min. z parametrow procesu MAO lub
zastosowanej metody pomiarowej (EDS/EDX). Niektorzy autorzy podawali zawarto$¢
pierwiastka wagowo, inni atomowo. W wigkszo$ci przypadkow autorzy zastosowali

dodatki do elektrolitow, ktore poprawiaty migracje jonow do warstwy.

Zwilzalno$¢ powierzchni ma kluczowe znaczenie dla adsorpcji biatek i adhezji
komorek [167]. Probki wytworzone w elektrolicie bazowym z i bez bioaktywnych
dodatkow wykazaty si¢ hydrofilowym charakterem z katem zwilzania < 90°. Z literatury
[126] wynika, ze kat zwilzania warstw MAO wzrasta wraz ze wzrostem przytozonych
napie¢. z probek wytworzonych w elektrolicie bazowym, tylko MAO_32_15 400 jest
zgodny z tg zaleznoscig. Jednak na zwilzalno$¢ powierzchni mogg silnie wptywac inne
parametry, takie jak morfologia, krystalicznos¢ i sktad chemiczny [204]. Inne badania
wykazaty, ze wraz ze wzrostem zawarto$ci rutylu spada kat zwilzania [200], co jest
spojne z otrzymanymi wynikami. Dodatek srebra lub galu spowodowat istotng poprawe
zwilzalnoéci powierzchni  w stosunku do probek referencyjnych. Przy nizszych
zawartosciach srebra w elektrolicie (0,3 i3 mM) otrzymane warstwy poprawity
zwilzalno$¢ rowniez w stosunku do warstw wytworzonych w elektrolicie bazowym. Co
wigcej, warstwy te, wytworzone przy wyzszym napigciu, uzyskaty superhydrofilowy
charakter <10°. Odnotowano tu takze spadek kata zwilzania wraz ze wzrostem napi¢cia
procesu MAO, zwigzany ze zwigkszong $rednicg porow i zwigkszong chropowato$cia
powierzchni. Podobny trend zaobserwowali Sedelnikova i in., u ktérych w roztworze
zawierajacym azotan srebra, kat zwilzania probek wytworzonych pod napigciem 400 V
wynosit ok. 28 °, natomiast przy 450 V ok. 10° [139], z ta r6znica, ze w badaniach

w ramach rozprawy doktorskiej wystarczylo nizsze napiecie, by uzyskac¢ zwilzalnos¢
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<10°. Inna grupa badawcza uzyskata warstwe 0 kacie zwilzania ok. 20° przy napigciu
295-325 V [160], [161]. Bioragc poduwage stezenie danego dodatku, warstwy
wytworzone w azotanie galu charakteryzowaly si¢ istotnie wyzszym (z wyjatkiem
MAO 400 3Ga), cho¢ wcigz wysoko hydrofilowym, katem zwilzania W porownaniu
do warstw wytworzonym w tych samych warunkach napigciowych, ale w roztworze
srebra. Zalezno$¢ ta mogla wynika¢ z mniejszej nanoporowato$ci warstw, wyzszej
chropowato$ci, ale takze zudzialu galu, kazdy bowiem pierwiastek metaliczny

charakteryzuje si¢ innym katem zwilzania.

Wedtug literatury, warstwy krystaliczne maja wigksze zdolno$ci promowania
zarodkowania apatytu, atym samym wykazuja wyzsza bioaktywno$¢ niz warstwy
amorficzne [91]. Na powierzchni po obrobce MAO, wérod tlenkow tytanu, przy
wszystkich przytozonych napigciach pojawilty si¢ piki rutylu ianatazu, ktorych
intensywno$¢ malata wraz ze wzrostem zastosowanego napiecia, co moglo by¢ zwigzane
ze wzrostem grubosci warstwy tlenkowej. Pik Ti widoczny na dyfraktogramie XRD
w warstwach MAO moze by¢ skorelowany z przenikaniem promieniowania
rentgenowskiego do podtoza przez mocno porowatg warstwe. Natomiast wykazane tlenki
w formie rutylu i anatazu na materiatach kontrolnych potwierdzajg dobra zdolno$¢ stopu
Ti-13Zr-13Nb do samopasywacji [205]. W warstwach wytworzonych przy wyzszym
napigciu procesu pojawity si¢ dodatkowe piki odpowiadajace fazie rutylu. Literatura
wskazuje, ze gtdwnie anataz powstaje przy nizszych napigciach formowania, podczas gdy
polaczenie faz anatazu i rutylu pojawia si¢ przy wyzszych napigciach, poniewaz anataz
jako faza metastabilna stopniowo przeksztatca si¢ w rutyl w wyzszych temperaturach
wraz ze wzrostem zjawiska przebicia dielektrycznego [206]. z kolei Wang i in. wykazali,
ze stopy zawierajgce pierwiastki Nb i Zr mogg tworzy¢ wigkszg liczbg ziaren fazy anatazu
niz fazy rutylu podczas utleniania wysokim napi¢ciem (400 V) w poréwnaniu Z czystym
Ti i Ti-6Al-4V [207], co jest zgodne z otrzymanymi wynikami. Brak widocznych faz
pochodzacych o0d zwigzkéw wapniowo-fosforanowych moze by¢ zwigzany zich
zawartoscig ponizej granicy wykrywalnosci XRD. Zjawiska te sg zgodne z literatura.
Zhang iin. nie stwierdzili zadnych pikow z hydroksyapatytu w probce Ti-MAO
wytwarzanej w roztworze CA i GP [208], podczas gdy Han iin. obserwowali faze

zawierajacg Ca i P, stosujac roztwor CA- i B-GP przy napigciach powyzej 450 V [203].

Test zanurzeniowy w roztworze Hanksa przeprowadzono w celu zbadania

bioaktywnosci warstw MAO wytworzonych w elektrolicie wapniowo-fosforanowym
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przy r6znych napigciach. Oprocz widocznych w obrazie SEM biatych czastek
na probkach wytworzonych przy nizszych napigciach i biatego nalotu réwnomiernie
roztozonego na powierzchni probek MAO 400, stosunek Ca/P wzrost niemal dwukrotnie
dla MAO 200 i300 V inieznacznie dla MAO 400. Co cickawe, rowniez Kontrola
wykazywata cechy bioaktywnosci. Trudno jest obecnie zaproponowac jakikolwiek model
wyjasniajacy wzgledny spadek zawarto$ci P wraz ze wzrostem napigcia, ale mozna to
W znaczgcym stopniu przypisa¢ roznym potencjatom chemicznym osadzania
(potencjatom elektroosadzania) obu jonow i roznym relacjom potencjatow chemicznych
do napigcia elektrochemicznego. Wyniki sg zgodne z raportem Du i in. [209], z ktorego
wynika, ze warstwa MAQO utworzona przy napieciu 350 V wykazuje lepszg zdolnosé
indukowania apatytu w poréwnaniu z procesem MAO prowadzonym przy wyzszych
napieciach (400, 450 i 500 V). Warto$¢ stosunku Ca/P najblizszg stechiometrycznemu
hydroksyapatytowi (1,67) uzyskano dla probek poddanych dziataniu napigcia 300 V
(1,51). Oznacza to, ze MAO 32 15 300 charakteryzowaty si¢ najwyzsza zdolnoscia
powierzchni do indukowania wytrgcania fosforanu wapnia z probek wytwarzanych
w elektrolicie bazowym. Wedtug danych literaturowych, w wyniku zarodkowania
apatytu i dyfuzji jonow Ca i P z warstw MAO do roztworu Hanksa, wzrasta stopien
lokalnego przesycenia, azarodki apatytu spontanicznie rosng. Ponadto wzrost
chropowatos$ci powierzchni réwniez przyspiesza zarodkowanie apatytu [163]. Tym
samym bioaktywno$¢ MAO wzrasta wraz ze zmiang napigcia z 200 na 300 V. Jej dalszy
spadek moze by¢, jak wspomniano powyzej, spowodowany wieloma czynnikami, w tym
zalezno$cig potencjatu chemicznego od napigcia. W podobnym badaniu Tsutsumi i in.
[123] zaobserwowali na warstwie MAO wytworzonej na stopie Ti-29Nb-13Ta-4,6Zr
nowo utworzone warstwy bogate w Ca i P po 7 dniach ekspozycji w roztworze Hanksa.
Z kolei w innych badaniach tej samej grupy badawczej wykazano, ze na stopie Ti-15Zr-
7,5Mo poddanym obrobce MAO nie zaobserwowano fosforandw wapnia po zanurzeniu
przez 7 dni. Wynikato to prawdopodobnie z duzej zawarto$ci cyrkonu w warstwie
otrzymanej po procesic MAO, ktory zmniejszal zdolnos$¢ do tworzenia fosforanu wapnia
[124]. Z kolei Song i in., na podstawie badan w elektrolicie zawierajacym 0,04 mol/ dm?®
B-glicerofosforanu wapnia i 0,4 mol/dm? octanu wapnia, wykazali, ze napiecie procesu
mieszczgce si¢ w granicach od 350 do 500 V sprzyjalo powstawaniu warstwy
krystalicznej z jonami wapnia i fosforu po 28 dniach w ptynie SBF [125].
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Do jednej z przyczyn powiktan nieinfekcyjnych wystepujacych po implantacji
nalezy niedopasowanie wlasciwosci mechanicznych —do otaczajacych tkanek,
prowadzacych do aseptycznego obluzowania implantu [28]. Twardo$¢ (H), wartosé¢
modutu Younga (E) oraz mechanizm deformacji warstwy pod obcigzeniem sg uwazane
za najwazniejsze czynniki decydujace 0 wiasciwosciach przeciwzuzyciowych powlok
ceramicznych [210]. Zastosowanie modyfikacji MAO spowodowato obnizenie wartosci
twardosci i modutu Younga w stosunku do referencji, a im wyzsze zastosowano napigcie,
tym wilasciwosci te byty nizsze, o0 moglo by¢ spowodowane m.in. wzrostem grubosci
warstw, atym samym zmniejszeniem wpltywu podtoza. W przypadku biomateriatow
na implanty kostne, nizsze warto$ci modutu Younga sa preferowane. Niedopasowanie
modutu sprezystosci i twardosci implantu do kosci moze prowadzi¢ do ekranowania
naprezen iw §lad zatym do obluzowania implantu. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
warto$ci modutu sprezystosci dla wszystkich warstw MAO wytworzonych w elektrolicie
bazowym sa blizsze wartosciom charakterystycznym dla kosci (11,4-21,2 GPa), niz
material referencyjny, a najlepsze dopasowanie obserwuje si¢ dla probek poddanych
dziataniu napigcia 400 V. Zgodnie z literatura, im nizsze sa stosunki H/E i H¥/E?,
odniesione odpowiednio do zniszczenia materiatu W wyniku odksztatcenia sprezystego
I odporno$ci materiatow na odksztalcenia plastyczne, tym gorsza jest odpornosc
materiatéw na zuzycie [172]. Nizsze stosunki H/E i H3/E? warstw MAO w stosunku
do Kontroli, oznaczaja duze sktonnosci warstw do odksztatcania plastycznego,
a w konsekwencji matej odpornosci na zuzycie [173]. Niektorzy autorzy wykazali, ze
Sciste dopasowanie modutu sprgzystosci warstw 1 podloza zmniejsza napr¢zenia
miedzyfazowe i zapewnia lepsza przyczepnos¢ [174]. Korzystne jest uzyskanie warto$ci
stosunku Ewarstwy/Epodioza bliskiej jednosci, gdyz im wigksze niedopasowanie, tym
mozliwe wigksze odksztatcenie plastyczne lub kruche pekanie [175]. W niniejszym
badaniu stosunek Ewarstwy/Epodioza zmalal wraz ze wzrostem przylozonego napigcia,
anajwicksze niedopasowanie modutu Younga warstwy ipodltoza wystepowato
w przypadku probek poddanych procesowi MAO pod wysokim napigciem (MAO_400).
Zgodnie z literatura wlasciwosci mechaniczne zalezag od wielu determinant, tj.
porowatos$ci, sktadu fazowego warstwy tlenku oraz parametrow procesu MAO. Sugeruje
sie, ze migkkie aglomeraty fosforanu wapnia majg istotny wplyw na obnizenie
wlasciwosci mechanicznych. Na przyktad Karbowniczek i in. [198] uzyskali twardosci
w zakresie od 5,74 do 21,88 GPa i modut Younga o wartosciach od 29,3 + 4,3 do 54,7 +
11,8 GPa, w zaleznos$ci 0od roznych stosunkoéw Ca/P. Warstwy wytworzone w elektrolicie

171


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

zawierajagcym azotan srebra lub azotan galu charakteryzowaly si¢ obnizona twardos$cia
I modutem Younga w stosunku do prébek referencyjnych. Dodatek srebra nie wptynat
istotnie na wlasciwosci nanomechaniczne otrzymanych warstw w stosunku do warstw
wytworzonych w elektrolicie bazowym, natomiast probki wytworzone z dodatkiem galu
wykazaty si¢ dodatkowo obnizong twardoscia | modutem Younga. w tych probkach
odnotowano takze najwyzszy stosunck H/E. Warto zauwazy¢, ze obserwowane przez
wielu autoré6w roznice wlasciwosci mechanicznych iich znaczne odchylenia
standardowe sa charakterystyczne dla pomiaré6w nanoindentacji [176]. Zwlaszcza
nanoindentacja makroporowatych warstw jest trudna do badania ze wzgledu na btedy
eksperymentalne zwigzane z wptywem podloza, zapadaniem si¢ poréw podczas
indentacji, atakze z chropowatoscig powierzchni [211]-[213]. Ponadto metodyka
wiarygodnego okreslania wlasciwosci mechanicznych powlok porowatych nie zostata
jeszcze dobrze zdefiniowana. Zgodnie z literaturg, aby zminimalizowaé wplyw podtoza,
wgniecenia powinny dochodzi¢ na maksymalng gleboko$¢ (hmax) mniejsza niz 10%
grubosci powloki (tf) (hmax/tr <0,1) [37], a niektorzy autorzy wskazujg 20% grubosci
warstwy dla porowatych cienkich warstw ceramicznych (hmax/tf < 0,2) [214], podczas gdy
inni twierdza, ze dla pomiaréw twardosci efekt podloza bylby stosunkowo maty, o ile
glebokos¢ wcigcia bytaby mniejsza niz 50% grubosci wartwy [215]. Z drugiej strony,
biorgc pod uwage efekt chropowatosci, wyniki Szacowania modutu sprezystosci sa
bardziej spojne i powtarzalne, gdy glebokos$¢ wciecia jest wigksza, w zakresie 10-20%
grubo$ci warstwy [216], [217]. Mozna zauwazy¢, ze w przedstawionych badaniach
spetniony zostat warunek zaleznosci hmax/ts < 0,5, natomiast MAO_300 i 400 spetniaja
zaleznosci 0,1 < hmax/ts < 0,2, co wedtug literatury powinno zminimalizowaé potencjalny
btad wynikow wynikajacy z wptywu podtoza. Ponadto w celu wyeliminowania btedow
eksperymentalnych przeprowadzono seri¢ testow wglebnych, statystycznie odrzucono
wartosci krytyczne iuwzgledniono mediang. Dodatkowo w celu zminimalizowania
efektu zageszczenia wypehienia poréw, eksperyment przeprowadzono z odlegloscig
indentéw rowng 20 um przesunigta W 0Si z 1 Y. W przysztosci, aby udoskonali¢ badanie
nanoindentacji, nalezy rozwazy¢ zastosowanie kulistej koncowki wglebnika (o wigkszej

powierzchni), preferowanej w przypadku badan wysokoporowatych warstw.

Kolejng  przyczyng nieinfekcyjng  powiktan  poimplantacyjnych  jest
niewystarczajaca adhezja warstw do podtoza, ktora pod wptywem dziatajacych sit moze

doprowadzi¢ do rozwarstwienia i by¢ przyczyng aseptycznego obluzowania implantu.
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W tescie zarysowan mozna zaobserwowac trzy gtoéwne uszkodzenia: pekanie kohezyjne,
adhezyjne i mieszane. Obcigzenie krytyczne jest to minimalne obcigzenie, przy ktorym
nastepuje uszkodzenie. Wyniki scratch testu (testu nanozarysowania) sg spojne
z uzyskanymi wynikami nanomechanicznymi. Warstwy wytworzone w elektrolicie
bazowym pod napieciem 300 1400 V wykazywaly wickszy stopien uszkodzen
kohezyjnych objawiajacych si¢ licznymi mikropeknigciami okreznymi, poprzecznymi
i tukowymi w poréwnaniu do MAO_200. Jednak to w MAO 200 najszybciej doszto
do delaminacji warstwy. Na podstawie wynikow mozna stwierdzi¢, ze wraz ze wzrostem
napigcia rosta sita adhezji warstwy do powierzchni. Ta zalezno$¢ jest zgodna z literaturs,
gdzie sita wigzania miedzy podlozem a warstwag tlenku jest korzystniejsza wraz ze
wzrostem grubosci powtoki [218]. W przypadku probek poddanych dziataniu napigcia
300 V catkowita perforacja staje si¢ ciggla, natomiast uszkodzenie warstw probek
poddanych dziataniu napigcia 400 V ma bardziej cykliczny charakter rozwarstwiania
[219]. Sity krytyczne (Lcs), przy ktorych nastgpita catkowita perforacja warstwy
MAO_400, byty o okoto 50% wyzsze niz Lcs dla MAO_300 i 0 70% wyzsze niz dla
MAO 200. Mimo, ze MAO 400 charakteryzuje si¢ nizsza twardosécig i wigksza
porowatoscig W poréwnaniu Z MAO_200, to lepsza przyczepno$¢ moze by¢ zwigzana
m.in. z wigckszym udzialem pierwiastkow P i1Ca w zwiazku z intensywniejszym
procesem utleniania. Wartosci sity tarcia byly tym wyzsze, im bardziej chropowata byla
probka. Chociaz MAO zostatlo uznane za skuteczng metod¢ poprawy przyczepnosci
powlok do podtoza w poréwnaniu z innymi szeroko znanymi metodami modyfikacji
powierzchni, takimi jak zol-zel [219] lub alkaliczna obrobka cieplna [220], typowe
kruche zachowanie jest nadal widoczne. Na podstawie badan Zhu i in. [221], wydajnos¢
tribologiczng warstw MAO mozna poprawi¢ poprzez optymalng kombinacj¢ parametrow
procesu MAO, takich jak napiecie, prad, czas utleniania lub stezenie elektrolitu. Warto
réwniez zauwazy¢, ze wyniki uzyskiwane w testach zarysowania zaleza od r6znych
niezaleznych czynnikéw (warunkéw badania, parametrOw materialu, losowosci
pomiaré6w), aich bezposrednia porownywalno$¢ pomigdzy roéznymi grupami
badawczymi jest prawie niemozliwa. W zwigzku z tym uzyskane wyniki s3 jedynie

przyblizone i powinny by¢ wykorzystywane gtéwnie do celéw poréwnan jakosciowych.

Na podstawie analizy wplywu parametrow wytwarzania warstw MAO
na otrzymane struktury stwierdzono, ze napigcie 200 V bylo niewystarczajace

do wytworzenia ciggtej warstwy MAO na calej powierzchni, dodatkowo czas 10 min byt
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niewystarczajacy do ukonczenia procesu wytwarzania warstw pod napigciem 400 V
I natezeniem 32 mA. W tej sytuacji mozna by zastosowac wyzsze natezenie, 50 mA, ktore
skutecznie przyspieszyloby przebieg reakcji i pozwolito ukonczy¢ proces w czasie 10

min i uzyska¢ kompletng warstwe MAO.
Czas procesu MAO

W ramach badania wptywu parametréow procesu MAO na charakterystyke
warstw, oprocz zmiany napi¢cia badano takze zmienng czasu procesu, wykonujac proces

przez 10 i 15 min.

Analiza krzywych zaleznosci napigcia 0d czasu wykazala, ze skrocenie czasu
z 15 do 10 min miato wplyw jedynie na przebieg procesu przy najwyzszym napigciu
i skutkowato przerwaniem procesu wyladowan mikrolukowych bez osiggniecia
zatozonego maksymalnego napiecia 400 V, co odniosto istotny skutek na charakterystyke

wytworzonych warstw.

Warstwy MAO wytworzone pod napigciem 400 V w czasie 10 min posiadaty
pory o $rednicy istotnie mniejszej niz warstwy wytworzone W dtuzszym czasie. Wynika
to z faktu, ze wraz z uptywem czasu w uksztaltowanych wczesniej porach powstaja
mikrowytadowania spowodowane przebiciem dielektryka, ktére powodujg zwiekszanie
$rednicy poréw. Wielu badaczy potwierdza, ze wraz ze skroceniem czasu MAO
zmniejsza si¢ wielkos¢ mikroporéw, aich liczba maleje, np. w jednym z badan [222]
wykazano, ze przy napigciu 290 V wydtluzenie czasu z 6 do 10 min spowodowato
powstanie znacznie wigkszych poréw przy zmniejszonej jednoczesnie ich liczbie. Wraz
ze zmiang morfologii porow, w przypadku zastosowanego najwyzszego napigcia
skrocenie czasu spowodowato takze spadek chropowatosci. Skrdocenie czasu
mikrowytadowan doprowadzito do powstania cienszej warstwy przy maksymalnym
napieciu 400 V. W badaniach prowadzonych przez jedng z grup badawczych przy
napigciu ok. 300 V grubos$¢ warstwy przy procesie trwajacym 15 min wynosita 3,14+0,64
um, natomiast przy 10 min tylko 2,12+ 0,25 pm [163]. Skrocenie czasu trwania procesu
spowodowato takze spadek wartosci stosunku Ca/P. W innych badaniach [163] przy
zmianie czasu z 15 na 10 min stosunek Ca/P spadt z ok 3,3 do 2,5. Skrocenie czasu
spowodowato obnizenie kata zwilzania przy napigciu 400 V, co moglo by¢ zwigzane ze
spadkiem chropowatosci. Podobne wyniki uzyskata inna grupa badawcza [162], gdzie

kat zwilzania spadat wraz z czasem trwania MAO. Warstwy wytworzone w czasie 10 min
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pod napigciem 300 V charakteryzowaly si¢ nizszg twardoscia, modutem Younga
I stosunkiem H/E. Natomiast przy 200 V modul Younga wzrost, co moglo by¢
spowodowane wigkszym wplywem podioza przy zmniejszonej grubosci warstwy.
Niektorzy autorzy [163] sugerowali, ze czas utleniania wptywa na adhezje¢; jednak w tym

badaniu nie zaobserwowano znaczacej roznicy.

Mozna zauwazy¢, ze skrocenie procesu skutkuje zmniejszong intensywnoscig
wyladowania iskrowego iprowadzi do powstania warstw 0 mniejszej grubosci

| porowatoSci.
Natezenie procesu MAO

Analiza krzywej zalezno$ci napigcia 0d czasu wykazata, ze przy zwigkszeniu
natezenia pradu z 32 do 50 mA, czas potrzebny do uzyskania napigcia koncowego 200,
300 1400 V byl okoto dwukrotnie krotszy przy wyzszym natgzeniu wskazujac, ze
warstwa byta formowana szybciej przy tych parametrach procesu. Wzrost natgezenia
prowadzit do wzrostu intensyfikacji przebiegu procesu, w szczego6lnosci mozna bylto to

zauwazy¢ W przypadku warstw wytwarzanych przy wyzszym napigciu.

Zastosowanie wyzszego natgzenia pradu przy czasie procesu 10 min pozwolito
na ukonczenie procesu i mozliwos¢ uzyskania maksymalnego napigcia 400 V, co
spowodowato zwigkszenie rozmiarow porow w stosunku do MAO_32_10_400, poprzez

wplyw wigkszej liczby wytadowan.

Wzrost natezenia pradu skutkowal takze uzyskaniem warstwy 0 wiekszej
grubosci W porownaniu do warstw wytwarzanych w tym samym czasie, ale nizszym
nat¢zeniu, gdyz zwigkszenie energii zwigksza szybkos¢ tworzenia filmu, co ostatecznie
przektada si¢ na wigksza grubo$¢. Inna grupa badawcza takze wykazala, ze wraz ze
wzrostem stezenia z 0,2 do 0,4 A/cm? grubo$é wzrosta od 11,4+1,4 do 19,4+2,3 pm
[162]. Wzrost natezenia spowodowal rowniez wzrost chropowatosci przy 400 V,
do wartosci niemal tej samej, jak W przypadku zastosowania nizszego natg¢zenia przy
wydluzonym czasie, Co ponownie wskazuje na to, ze zwigkszajac natezenie pradu mozna
skréci¢ czas procesu. Zmiana natgzenia przy nizszych napigciach spowodowata wzrost
stosunku Ca/P, natomiast przy 400 V jego spadek, co byto spowodowane zmniejszeniem
ilosci fosforu implementowanego w warstwach wytwarzanych przy wyzszym napigciu.
Wzrost natezenia spowodowal wzrost kata zwilzania jedynie przy 200 V w stosunku

do warstw wykonywanych w tym samym czasie, ale przy nizszym natg¢zeniu, Co mogto
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by¢ zwigzane z powstawaniem wigkszej liczby mniejszych poréw niz w przypadku
warstw wytwarzanych przy nat¢zeniu 32 mA. Ponadto zwigkszanie warto$ci nat¢zenia
pradu z 32 do 50 mA doprowadzito do prawie dwukrotnego wzrostu twardosci warstwy
wytworzonej przy napieciu 300 V W poroéwnaniu Z probkami poddanymi obrdbce przy

32 mA, jak tez do wzrostu modutu Younga.

Do kolejnych badan dotyczacych biofunkcjonalizacji warstw zastosowano
natezenie pradu réwne 83 mA, co doprowadzito do znacznego wzrostu wiasciwosci
nanomechanicznych w stosunku do probek wytwarzanych w elektrolicie bazowym
z nat¢zeniem pradu 32 i 50 mA. O ile zmiana nat¢zenia pradu z 32 do 50 mA nie miata
istotnego wptywu nasite adhezji warstwy do podtoza, to probki wytworzone przy
nat¢zeniu 83 mA charakteryzowaly sie znaczng poprawa adhezji. Nie zaobserwowano
odwarstwienia przy maksymalnie zadanej sile 400 mN. Chociaz w badaniach
dotyczacych wplywu zmiany parametrow na wlasciwosci warstw wywtworzonych
w elektrolicie bazowym wytonita si¢ zalezno$¢ poprawy sity adhezji wraz ze spadkiem
twardosci, to poréwnujac to do warstw wytworzonych z zastosowaniem wyzszego
natezenia pradu 83 mA mozna zauwazyc¢, ze warstwy te charakteryzowaty si¢ wyzszymi
warto$ciami twardos$ci, uzyskujac przy tym wigksza odporno$é na zarysowanie. Mogto
to by¢ zwigzane z uzyskanym wyzszym stosunkiem H/E, co przez niektorych badaczy
uwazane jest za bardziej odpowiedni parametr do przewidywania odpornosci powtoki
na zuzycie, poniewaz ten parametr jest miarg odksztalcenia sprezystego do zerwania
I sprezystosci powlok, jest silnie skorelowany z rozpraszaniem energii w kontakcie

mechanicznym [223].

Chociaz probki wytworzone w warnukach wyzszego natezenia pragdu wykazaty
wyzszy modutl Younga W porownaniu z tymi wytworzonymi przy natgzeniach 32 i 50
mMA, co z implantacyjnego punktu widzenia moze by¢ niekorzystne, to znaczna poprawa
sity adhezji warstwy do podtoza, atym samym zwickszenie prawdopodobienstwa
nieuszkodzenia tej warstwy w trakcie samej implantacji lub na skutek mikroruchow tuz
po implantacji, moze okaza¢ si¢ priorytetowe Ww celach poprawy skuteczno$ci

implantacyjnej.
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10.2. Biofunkcjonalizacja warstw MAO

10.2.1. Wplyw bioaktywnych dodatkow na odpowied? komorkowg warstw MAO

Do elektrolitu bazowego dodano azotan srebra lub azotan galu w celu okre$lenia
wpltywu poszczegdlnych dodatkéw dodatkdéw, srebra lub galu na biokompatybilnosé

I wlasciwos$ci antybakteryjne warstw.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze niemodyfikowany stop Ti-13Zr-13Nb, dzigki
swojej zdolnosci do samoposywacji korzystnie wptynat na zywotno$¢ komorek i po 72 h
istotnie poprawit proliferacje w stosunku do kontroli na dotku. Wraz ze wzrostem
zawartosci srebra W warstwie, proliferacja komorek malata, jednak nawet przy
najwyzszym stezeniu 6 mM warto$¢ ta wynosita ponad 70%, co zgodnie z literaturg
kwalifikuje si¢ do materialdow niecytotoksycznych. w przypadku zastosowania galu,
uzyskane wyniki potwierdzity wybitng zdolno$¢ galu do promowania osteointegracji.
w pierwszej dobie proliferacja komorek wynosita nawet 180%, apo 3 dobach

utrzymywata si¢ na poziomie ponad 100%.

W wynikach nie wykazano jednoznacznego wplywu napigcia na odpowiedz

komorkowsa.

Probki wytworzone w elektrolicie bazowym i w elektrolicie zawierajacym
najnizsze stezenie srebra 0,3 mM wykazywaty si¢ wzmozona proliferacja komorek po 24
h inkubacji, za$ ich zywotno$¢ wynosita ponad 100% w stosunku do niemodyfikowanej
kontroli. Oznacza to, ze warstwa zawierajagca wapn i fosfor promuje osteointegracje.
Poréwnujac te dwie grupy probek i zastosowane napigcie MAO mozna zauwazyé, ze
probki wytworzone przy 400 V wykazywaty si¢ inhibicja proliferacji w stosunku do 300
V. Zgodnie z literaturg, osteoblasty hamujg swoj rozwdj, jesli powierzchnia jest zbyt
chropowata, natej podstawie mozna przypuszczaé, ze kluczowa role do przytaczania
komorek odgrywal tu parametr chropowatosci (chropowatos¢ Sa warstw ponad

trzykrotnie nizsza przy napieciu 300 V niz przy 400 V).

Dodatek 0,3 mM srebra spowodowal istotng poprawe zywotnosci komorek
(210%) w poroéwnaniu do Kontroli, ale rowniez W poréwnaniu do warstw wytworzonych
w elektrolicie bazowym. Biorgc pod uwage brak istotnych réznic W rozmiarze porow
I sktadzie chemicznym pierwiastkow innych niz srebro mozna przypuszczac, ze dodatek

srebra w niskim stezeniu moze korzystnie wptywac¢ na promowanie osteointegracji.
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Probki MAO 300 03Ag charakteryzowaly si¢ nizszym katem zwilzania od MAO_300,

co mogto rowniez wpltywac na poprawe odpowiedzi komorkowe;.

Po 72 h inkubacji we wszystkich przypadkach nastgpita istotna redukcja
proliferacji, a zywotno$¢ komorek byta zblizona, bez wzgledu na zastosowane napigcie
wytworzenia 1 bez wzglgdu na obecno$¢ w warstwie srebra lub jego brak, co moze
oznaczaé, ze przy wzmozonym (ponad 100%) namnazaniu si¢ komorek w pierwszej
dobie, dochodzito do ich nadmiernego sttoczenia, apoptozy ze wzgledu na wystgpienie
stresu oksydacyjnego zwigzanego Z niewystarczajaca iloscig miejsca oraz braku dostepu
do substancji pozwalajacych na dalszy rozwdj (tlenu, pozywki). Tym bardziej, ze im
wigksza zywotnos$¢ wystapita po 24 h, tym wiekszy spadek proliferacji zaobserwowano
po 3 dniu.

W badaniach prowadzonych przez inng grup¢ badawcza wtym samym
elektrolicie bazowym z dodatkiem azotanu srebra [137] nie wystgpowat problem spadku
liczebnosci komorek po 3 dniach hodowli w stosunku do 1 dnia, ale w tych badaniach
wysiano komorki W przyblizonej poczatkowej gestosci 10 000 komorek/cm?, natomiast
W niniejszej pracy, gesto$¢ poczatkowa wynosita 400 000 komorek/cm?. Moze to
oznaczac, ze za wstrzymanie proliferacji odpowiedzialny byl bardziej wplyw czynnikoéw
zewngtrznych na etapie projektowania eksperymentu, np. wyjsciowej liczby komorek,

niz samej modyfikacji powierzchni.

Wraz ze wzrostem zawartosci srebra W elektrolicie istotnie zmienila sig
odpowiedz komdrkowa. W warstwach wytworzonych w 0,3 mM azotanie srebra po 24 h
uwalniato si¢ 0,56-0,70 mg/dm?® jonéw srebra, w zaleznosci 0d przytozonego napiecia,
a zywotno$¢ wynosita ok. 210% dla MAO_300_03Ag i ok. 150% dla MAO_400_03Ag.
Natomiast wzrost st¢zenia azotanu srebra do 3 mM spowodowat spadek zywotnosci
komorek o0 ok. 135% i75% odpowiednio dla MAO_300_3Ag i MAO_400_3Ag
w pordéwnaniu do warstw wytworzonych w 0,3 mM, co wigzato si¢ z uwalnianiem jonéw
Ag w granicach 0,69-0,99 mg/dm? z prébek wytworzonych przy napieciu 300 V i 1,30-
1,34 mg/dm?® z probek wytworzonych przy 400 V. Wzrost stezenia elektrolitu do 6 mM
azotanu srebra i uwalniania jonéw srebra 1,36 - 1,61 mg/dm?® nie spowodowat istotnych
zmian w zywotnosci komoérek w stosunku do warstw wytworzonych w 3 mM azotanu

srebra.
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Nie stwierdzono bezposredniej korelacji pomigdzy atomowa zawarto$cig srebra
w warstwie a stezeniem uwolnionych jonow, ktore wahaty si¢ pomiedzy 0,04 a 0,15% at.
dla warstw wytworzonych w 0,3 mM azotanu srebra, 0,05 a 0,21% at. przy dodatku 3
mM azotanu srebra i 0,13 a 0,45% at. przy 6 mM azotanu srebra. Mozna przypuszczac,
ze zawarto$é srebra W warstwie od 0,15% at. i uwalnianie od 0,69 mg/dm® powoduje
spadek zywotnosci komorek. Natomiast nawet najwyzsza uzyskana wtym badaniu
zawarto$¢ srebra 0,45% at. iuwalnianie na poziomie 1,93 mg/dm® jonéw Ag nie

powoduje cytotoksycznosci.

Dla probek wytworzonych w 3 i 6 mM roztworze azotanu srebra czas inkubacji
24172h nie mial istotnego wplywu nazywotno$¢ komorek. Zestawiajac wyniki
szybko$ci uwalniania jonow srebra z odpowiedzia komorkowa mozna zauwazy¢, ze
istotny wzrost ilosci uwalnianych jonéw nastgpit w probkach MAO 400 3Ag (po 24h:
1,33+0,02 mg/dm? w stosunku do 0,84+0,15 mg/dm? dla MAO_300_3Ag), podczas gdy
uwalnianie srebra z probek MAO 300 3Ag w pierwszych 3 dniach bylo na poziomie
zblizonym do dynamiki uwalniania z probek powstatych w elektrolicie o mniejszej
zawarto$ci srebra (0,3 mM). Mimo tego zywotnos¢ komorek spadta niemal dwukrotnie
na probkach MAO 300 3Ag w stosunku do MAO_400 _03Ag, cho¢ wyjasnienie tego

efektu nie jest dzi§ mozliwe.

Przy braku srebra lub jego nizszej zawartos$ci istniata dodatnia korelacja miedzy
proliferacjg komorek a katem zwilzania, a mianowicie powierzchnie o kacie zwilzania
w granicach 15°-25° byly bardziej preferencyjne, niz te, U ktorych kat zwilzania byl

nizszy od 10°.

Mozna zauwazy¢, ze po 72 h inkubacji wszystkie grupy probek wytworzonych
w elektrolicie bazowym i w elektrolicie z dodatkiem srebra miaty zblizony stopien

proliferacji.

Warto zaznaczy¢, ze we wszystkich przypadkach probek zawierajacych srebro,
zywotnos¢ komorek nie spadla ponizej 70%, co zgodnie z danymi literaturowymi
oznacza brak cytotoksycznosci wytworzonych warstw ijest zgodne z minimum

wymaganym przez 1SO 10993-5:2009.

Analiza zywotno$ci komorek W warstwach zawierajacych gal ukazala, Zze nawet
przy niskiej zawartoSci galu w warstwie iniskim stezeniu uwolnionych jonow:

0,19+0,06% at. i 0,06 mg/dm?® dla MAO_300 03Ga oraz 0,16+0,05% at. i 0,16+0,01
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mg/dm3dla MAO 400 03Ga, wptyw galu na odpowiedz komérkows jest spektakularny,
a proliferacja po 24 h inkubacji wynosi nawet 180% w stosunku do Kontroli.

Pomimo spadku zywotnosci komoérek po 72 h inkubacji, wcigz oscyluje ona
w granicach 100%. po3 dobach inkubacji, $rednia zywotnos¢ na warstwach
zawierajacych gal byla istotnie wyzsza 0d tej reprezentowanej przez probki zawierajace

srebro.

Brak istotnych réznic pomigdzy grupami probek w zywotnosci komorek po 24 h
moze oznaczac szeroki zakres ste¢zenia jondOw galu znacznie poprawiajacych proliferacje
komorek, ktory miesci sie co najmniej w granicach 0,06-7,62 mg/dm® uwolnionych

jonoéw galu i zawartosci w warstwie 0,11-0,56% at.

Badania uwalniania substancji aktywnej do roztworu po 1, 3 i 7 dniach inkubaciji,
wykazaty, ze szybko$¢ uwalniania byta dodatnio skorelowana ze st¢zeniem azotanu
srebra lub galu i z zastosowanym napieciem. W wigkszosci przypadkéw po 1 i 3 dniach
uwalniata si¢ podobna ilos¢ danych jondéw, a po 7 dniach obserwowano istotny wzrost
stezenia uwolnionej substancji. Zawarto$¢ uwolnionego srebra w roztworze po inkubacji

wahata si¢ miedzy 0,55 a 1,93 mg/dm?, natomiast galu pomiedzy 0,064 a 7,62 mg/dm?®,

W przysztosci nalezaloby rozwazy¢ przeprowadzenie badan komodrkowych
rowniez po 7 dniach, gdyz po tym czasie zaobserwowano istotny wzrost uwalniania
jonow aktywnych. Jednak nalezatoby najprawdopodobniej zmieni¢ metodologi¢ badan,
aby ograniczy¢ efekt sttoczenia komodrek, np. poprzez obnizenie poczatkowej liczby

inkubowanych komorek na powierzchni.

Porownujac otrzymane wyniki zZ innymi grupami badawczymi mozna zauwazy¢
znaczne réznice W ilosciach wigczonych bioaktywnych dodatkow do warstw, ilosci

uwolnionych jonow i wptywu na zachowanie odpowiedzi komorkowej i bakteryjnej.

Jedna z grup badawczych [142] do elektrolitu bazowego sktadajacego si¢ z 0,15
M CA 10,05 M NaH2PO4 dodata 0,25 mM AgNOgz, proces MAO przeprowadzono
pod napigciem 280 -320 V w czasie 6 min, otrzymujac pory 0 $rednim rozmiarze 1,5 pm,
zawartosci srebra 0,13% at., wystepowaniu samej fazy Ti ianatazu bez rutylu, kat
zwilzania wynosit 46,2°. W badaniu autorzy uzyskali wyrzutowe uwalnianie jonow
srebra w pierwszych dwoch dniach, ktérego stezenie wynosito 0,013 mg/dm?, a kolejno

spadato i ustabilizowato si¢ 8 dnia uwalniajac jony srebra do dnia 18 w ilosci ok. 0,003-
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0,004 mg/dm3. W tych badaniach autorzy nie stwierdzili cytotoksyczno$ci warstw.
Poréwnujac badania mozna zauwazyé, ze mimo zastosowanej zblizonej zawarto$ci
azotanu srebra w elektrolicie, w badaniach opracowywanych w ramach rozprawy
doktorskiej, ilos¢ uwolnionych jonéw srebra po 3 dniach wynosita ok 0,69 mg/dm?,
natomiast w badaniach przedstawionych przez Zhang ponad rzad wielko$ci mniej: 0,011
mg/dm?, chociaz zawarto$¢ srebra W warstwie byta zblizona (0,15% at.) do tej
przedstawionej w badaniach (0,13% at.). Tak duza réznica w ilo$ci uwalnianych jonow
mogla by¢ zwigzana z innym rozlozeniem czastek srebra w warstwie. Autorzy nie
przedstawili rozktadu pierwiastkdw w przekroju warstw MAO, dlatego niemozliwe byto

poréwnanie wptywu pierwiastkdw uwalnianych z glebszych czesci warstw.

W innych badaniach, Shimabukro iin. [137] przedstawili optymalne st¢zenie
srebra do realizacji sprzecznych biofunkcji: jego wlasciwosci antybakteryjnych
I kompatybilnosci z komoérkami osteogennymi. Elektrolit bazowy byl taki sam jak
w przypadku niniejszej pracy, natomiast badania prowadzono w zakresie dodatku
azotanu srebra w stezeniach 0-10 mM. Gesto$é pradu wynosita 251 A/m?, a proces MAO
trwal 10 min. Morfologia nieznacznie zmieniata si¢ w zakresie 0-5 mM AgNOsg,
natomiast stezenie azotanu srebra rowne 10 mM okazato si¢ za duze do wytworzenia
warstwy MAO. Autorzy przedstawili, ze ilos¢ uwalnianych jonéw srebra rosta w czasie
zanurzenia. Ponadto, ilo$¢ wilaczonych jonow Ag do warstwy wzrastata wraz ze
wzrostem st¢zenia jonow Ag w elektrolicie. Potwierdzono, ze uwalnianie jonow Ag
trwato co najmniej 28 dni, co bylo maksymalnym okresem eksperymentalnym
zastosowanym w tym badaniu. Szybkosci uwalniania w poczatkowej fazie byty istotnie
nizsze niz W pozniejszych okresach. Warto zwrdci¢ uwage, ze po 7 dniach inkubacji
jedynie jony uwolnione z warstw wytworzonych w2,5 mM Ag byly mozliwe
do wykrycia (ich zawarto$¢ byta ponad limit detekcji), natomiast jony uwalniajace si¢
z warstw 0,05 mM Ag nie byly wykrywane nawet po 28 dniach inkubacji. Autorzy jednak
uzyli innej techniki do wykrywania jonéw w roztworze (ICP-MS), co rowniez moze mie¢
znaczenie w poréwnaniu zawarto$ci uwolnionych jonow. Shimabukro i in. zauwazyli, ze
zywotnos¢ komorek warstw MAO wytwarzonych w elektrolicie bazowym bez dodatku
srebra, jak iz dodatkiem najnizszej zawartosci srebra (0,05 mM) byta taka sama, jak
obserwowana naprobce kontrolnej, podczas gdy w badaniach przedstawionych
w ramach rozprawy doktorskiej, sam elektrolit bazowy wykazywat si¢ podwyzszonym

stopniem proliferacji komorek w stosunku do Kontroli. Istotny spadek liczebnoS$ci
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komorek byt obserwowany przy 2,5mM Ag (przy zawartosci srebra w warstwie ok 3,2%
at.), co jest spojne z wynikami badan przedstawionymi w rozprawie doktorskiej. Liczba
komorek na pozostatych probkach traktowanych MAO z azotanem srebra w stezeniach
0,05-0,5 mM (przy zawartosci ok 0,4 - 1,4% at. i uwalnianiu w granicach <0,04 mg/dm?)
byta prawie taka sama jak na nietraktowanym Ti Dbez zadnej réznicy istotnej

statystycznie.

Sedelnikova i in. otrzymali zblizone wyniki badan, w ktorych porownywano
dodatek 1,7 i1 5 mM AgNOs do elektrolitu wapniowo fosforanowego. Wykryta zawarto$é
srebra w warstwach byla znacznie nizsza niz w badaniach przedstawionych przez
Shimabukuro i bardziej zblizona do warto$ci uzyskanych w badaniach w ramach
rozprawy doktorskiej iwynosita 0d 0,2 do 0,8% at. W tych badaniach wykazano
przezywalnos¢ komorek na poziomie 95,4-96,8% oraz istotne dziatanie bakteriostatyczne

na obu typach podtoza [162].

Z kolei winnych badaniach, Song iwsp. wykazali cytotoksycznos¢ warstw
wytworzonych przy napieciu 250-450 V' w elektrolicie zawierajacym 4 mM AgNOg,
mimo ze zawarto$¢ Ag wynosita jedynie 0,21-0,45% mas. Podczas gdy w badaniach
przedstawionych w ramach rozprawy doktorskiej nawet maksymalna zawarto$¢ srebra
(1,80% mas. dla MAO 400 6Ag), nie wykazywala cytotoksycznosci, a wrecz
proliferacja komorek byta bliska 100%. Ponadto w badaniach Song i wsp. nie wykryto
Ag w warstwach utlenionych w roztworach elektrolitow zawierajacych 0,06 i 0,03 mM
AgNO3, co bylo spowodowane najprawdopodobniej zawarto$ciag ponizej limitu
wykrywalnosci EDS (0,1% mas). Badania komorkowe przeprowadzone na probkach
wytworzonych w elektrolicie zawierajacym 0,06 mM azotanu srebra wykazaty brak
cytotoksycznosci z liczbg komorek zblizong do liczby otrzymanej na warstwach nie

zawierajacych dodatku srebra [141].

W literaturze przedmiotu nie ma wielu badan przedstawiajgcych probe wiaczenia

galu do warstw MAO przy wykorzystaniu azotanu galu.

Zhong i inni wykazali, ze dodatek azotanu galu w stgzeniu 8-20 mM do elektrolitu
krzemianowo fosforanowego pozwala uzyska¢ warstwy z zawartoscig galu miedzy 1,03
a4,90 % at. W poréwnaniu do badan prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej
zawartosci galu w elektrolicie zawierajacym 0,3 13 mM azotanu srebra wynosity

odpowiednio 0,13-0,21% at. i0,30-0,56% at. Jednak badania przedstawione przez
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Zhong’a 1 innych skupiaty si¢ wokot wptywu galu na mechanizm budowania warstw

MAO, nie obejmujagc badan wplywu na wlasciwosci biologiczne [159].

Z kolei w badaniach innej grupy [160], [161] przeprowadzono probe oceny
wplywu azotanu galu na wlasciwosci biologiczne warstw MAO, poréwnujac przy tym
skuteczno$¢ zastosowania galu i srebra w postaci azotanow. Do elektrolitu wapniowo-
fosforanowo-krzemianowego dodano azotan galu/srebra w stezeniu 4 mM, wraz ze
zwiagzkami chelatujagcymi, cysteing (Cis) lub kwasem szczawiowym (Oss). Nie ma
mozliwo$ci porownania wptywu zastosowanego stezenia na zawarto$¢ danych jonow
w warstwie, gdyz autorzy nie przedstawili takich wynikow, ale poréwnujac ilos¢
uwolnionych jonéw mozna bylo zauwazy¢, ze z warstw wytworzonych w roztworze
zawierajacym 4 mM azotanu srebra z cysteing, srebro uwalniato si¢ tylko przez 24 h,
ajego stezenie wynosito 0,023 mg/dm®cm?, natomiast z warstw wytworzonych
z azotanu galu z dodatkiem cysteiny, galu uwalniato si¢ jeszcze mniej niz srebra, bo ok.
0,001 mg/dm®/cm?. Dopiero dodatek kwasu szczawiowego spowodowat istotny wzrost
uwalniania galu, ktéry po 24 h wynosit ok 0,062 mg/dm®cm?. Badania komérkowe
wykazaly zywotno$¢ komorek dla wszystkich probek na poziomie ok. 70% po 24 h,
poczym po72 h ta liczba wzrosta do ok. 97%. Poréwnujac badania z wynikami
uzyskanymi w ramach rozprawy doktorskiej mozna zauwazy¢, ze podobng ilos¢
uwolnionego galu uzyskano stosujac 10-krotnie mniej stgzony roztwor azotanu galu (0,3
mM), natomiast przy 3 mM azotanu galu po 24 h uwalniato si¢ miedzy 0,23 a 6,48
mg/dm? jonoéw galu z warstw wytworzonych odpowiednio przy 300 i 400 V. Wyniki
wykazaty ok. 180% zywotno$¢ w stosunku do Kontroli, co moze wskazywac na to, ze

wyzsze wartosci uwolnionych jonow poprawiaja proliferacj¢ komorek.

10.2.2. Wplyw bioaktywnych dodatkow na odpowied? bakteryjng wytworzonych
warstw MAO
Badania bakteryjne zostaly przeprowadzone wieloaspektowo w celu lepszego
zrozumienia aktywnos$ci 1 mechanizmu bakterii w kontakcie z wytworzonymi
warstwami. Po pierwsze, do badan uzyto dwa szczepy bakterii, S. aureus i E. coli w celu
sprawdzenia wptywu modyfikacji powierzchni na bakterie z grupy gram-ujemnych
I gram-dodatnich. Po drugie, badania zostaly przeprowadzone pod katem sprawdzenia
wplywu powierzchni na bakterie, ktore mogg funkcjonowaé w dwoch stadiach, w postaci
przylegajacej (adherentnej) tworzacej biofilm ico roéwnie wazne, W postaci

planktonicznej, wolno plywajacej, ktoéra moze stanowi¢ zagrozenie pojawienia si¢
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reinfekcji. Po trzecie, sprawdzono zachowanie si¢ bakterii W dwoch odcinkach
czasowych, po 4 i24 h inkubacji. Az w koncu wyniki zostaly rozpatrzone po katem
rodzaju aktywno$ci danych bakterii w kontakcie z powierzchniami i sklasyfikowane
pod katem aktywnosci biobdjczej powodujacej $mier¢ mikroorganizméw i aktywnosci

bakteriostatycznej prowadzacej do zahamowania wzrostu mikroorganizmow.

W tym celu poréwnano ze sobg probki wytworzone przy tym samym stezeniu
dwoch réznych elektrolitow (azotanu galu iazotanu srebara) pod dwoma réznymi
napieciami: 300 i 400 V. Wybrano najwyzsze z badanych stezen, przy ktorych udato si¢
wytworzy¢ warstwe wykazujacg brak cytotoksycznosci (3 mM). W wigkszo$ci badan
przedstawionych w literaturze ocene skutecznos$ci antybakteryjnej prowadzi si¢ po 24 h
inkubacji, co jest dyktowane wymogami norm, jednak z uwagi nha istotno$¢ walki
z bakteriami  w poczatkowym etapie adhezji ze wzgledu nabrak wtym czasie
wytworzonego biofilmu, ktory sprzyja dalszemu rozwojowi infekcji, oceng odpowiedzi
bakteryjnej przeprowadzono takze w poczatkowym okresie adhezji bakterii - po 4 h

inkubacji.

Zauwazono, ze probki wytworzone W elektrolicie bazowym poczatkowo sprzyjaja
adhezji bakterii S. aureus, nawet w wigkszym stopniu niz probki referencyjne. Podobne
efekty zauwazyta inna grupa badawcza wykonujaca MAO w tym samym elektrolicie
bazowym zlozonym z CA i GP [137]. Najwyzsza aktywnos$¢ bakteriobdjcza wykazaty
powierzchnie MAO 400 3Ag, ktére uzyskaty >99,9% redukcji inokulum wzgledem
dwoch typow bakterii, zarbwno w postaci planktonicznej, jak i adherentnej, w czasie
inkubacji 4 124 h. Mozna zauwazy¢, ze Wtym przypadku dziatanie na bakterie
planktoniczne byto nieco wyzsze niz na dziatanie bakterii adherentnych, co mozna taczy¢
z wysokim stezeniem uwalnianych jonéw, po24 h réwnym 1,33+0,02 mg/dm?3.
Dodatkowo w literaturze przedmiotu podaje si¢, ze superhydrofilowe powierzchnie
znaczaco poprawiaja antybakteryjne wlasciwosci powtok, a W niniejszym badaniu probki
MAO 400 3Ag charakteryzowaly si¢ najnizszym katem zwilzania 1,92+0,86°.

Natomiast nie potwierdzono wptywu chropowatosci na zachowanie bakterii.

Podobne wyniki uzyskata inna grupa badawcza, ktora stwierdzita, ze
antybakteryjno$¢ probek MAO wytworzonych w elektrolicie zawierajagcym 4 mM
azotanu srebra (0,21-0,45% mas. Ag) wynosita >99,9% wobec planktonicznej formy S.

aureus [141]. Muhaffel iwsp. wykazali, ze przy dodatku 2 mM azotanu srebra
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do roztworu GP i CA przy zawartosci srebra W warstwie 2,1+£0,6% mas. i szybkosci
uwalniania jonéw 3,83 mg/dm®/dzien (czyli ok. trzykrotnie wiecej niz w badaniach
prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej), aktywnos¢ antybakteryjna wynosita
99,2% wobec bakterii E. coli [144].

Warstwy wytworzone w elektrolicie zawierajacym takie samo st¢zenie azotanu
srebra, ale przy zastosowanym nizszym napieciu procesu (MAO 300 3Ag) wykazaty
bakteriobojczos¢ jedynie wobec adherentnych bakterii E. coli po 4 h inkubacji, mimo
stwierdzonej zblizonej zawarto$ci srebra W badaniu EDS w stosunku do MAO_400_3Ag
(0,05-0,21% at.). W pozostatych przypadkach warstw MAO_300_3Ag zaobserwowano
jedynie aktywnos¢ bakteriostatyczng po 4 h inkubacji. Co ciekawe, po 24 h warstwy te
wstrzymaly rozwoj jedynie biofilmu S. aureus, aw pozostatych przypadkach
stwierdzono brak aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej. Wyniki pokazuja, ze brak
bakteriobojczosci  wobec  bakterii  planktonicznych nawet przy wykazanej
bakteriobdjczosci bakterii adherentnych prowadzi w dtuzszym czasie do osadzenia si¢
bakterii i ponownego powstania biofilmu. Gdy stwierdzono dobra lub bardzo dobra
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa (99-99,9%) w pierwszych godzinach inkubacji,
wydtuzenie czasu do 24 h inkubacji nie spowodowato istotnego wzrostu kolonii bakterii.
Natomiast, gdy redukcja wzrostu drobnoustrojéw po4 h wynosita 90-99%, dalsze
wydtuzenie czasu inkubacji prowadzito do ponownego namnozenia drobnoustrojow

I powstania biofilmu.

Z powyzszych wynikéw mozna stwierdzié, ze stezenie jonow Ag uwolnionych
z warstw MAO_400 3Ag po 24 h réwne 1,33+0,02 mg/dm® bylo wystarczajace, by
uzyska¢ wysokg antybakteryjng skutecznos¢. Obnizenie napigcia do 300 V spowodowato
spadek zawartoéci uwolnionych jonéw do elektrolitu po 24 h do 0,84+0,15 mg/dm?
i spadek aktywnosci przeciwbakteryjnej do minimum, mimo ze niektore zrodia
literaturowe wskazywaly, ze zaledwie 0,83 mg/dm?® Ag moze skutecznie hamowa¢ wzrost
bakterii [141].

Uzyskane wyniki skuteczno$ci warstw MAO ze srebrem przeciw bakteriom
adherentnym i planktonicznym potwierdzajag mechanizm bakteriobdjczy srebra oparty
na uwalnianiu substancji aktywnej potaczony z mechanizmem kontaktowym. Dziatanie
bakteriobdjcze srebra przypisuje si¢ kontaktowi Ag z blong bakteryjng, co prowadzi

do destabilizacji ~ potencjalu  blony  plazmatycznej i obnizenia  poziomu
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wewnatrzkomorkowego trojfosforanu adenozyny (ATP), a w efekcie do $mierci komorki
bakterii [142].

Badania wykazaty, ze dodatek galu nie wykazal wlasciwosci bakteriobdjczych.
Chociaz potwierdzono ok. trzykrotnie wigkszg zawartos¢ galu niz srebra W warstwach
wytworzonych przy tych samych parametrach, mozna zauwazy¢, ze aktywnos¢ galu jest
duzo nizsza odsrebra w kontakcie z bakteriami. Probki MAO 300 3Ga
i MAO_400 3Ga wykazaty si¢ minimalng aktywnoS$cig biostatyczng, odpowiednio
wobec biofilmu bakterii S. aureus po 4 h inkubacji i wobec biofilmu bakterii E. coli po 24
h inkubacji, co $wiadczy o prawdopodobnych wiasciwosciach antybakteryjnych galu,
jednak ilo$¢ uwolnionych jonéw byta niewystarczajaca do ich istotnej redukcji. Mozna
wrecz zauwazy¢, ze W towarzystwie galu wzrost bakterii planktonicznych S. aureus byt

promowany w pierwszych 4 h inkubacji.

Cochis iin. przeprowadzili probe oceny wptywu azotanu galu na wtasciwosci
biologiczne warstw MAO, porownujac przy tym skutecznos$¢ zastosowania galu i srebra.
Do elektrolitu  wapniowo-fosforanowo-krzemianowego dodano azotan galu/srebra
w stezeniu 4 mM, wraz ze zwigzkami chelatujagcymi - cysteing (Ciss) lub kwasem
szczawiowym (Oss). Wyniki bakteryjne wykazaly redukcj¢ 0 ok. 45% (AgCiss), 53%
(GaCiss) i 72% (GaOss), wobec wysoce opornych bakterii (a. baumannii). Autorzy nie
przeprowadzali badan zawarto$ci pierwiastkow W warstwie, ale obserwacje zdje¢ SEM
ujawnity wiecej widocznych czgstek galu i srebra niz na obrazach otrzymanych w ramach
rozprawy doktorskiej. Najprawdopodobniej uzycie zwiazku chelatujacego zapobiegto
wytrgcaniu si¢ soli srebra i galu w roztworze elektrolitycznym, poprawiajac W ten sposob

ich migracje i wlaczanie do anody [160], [161].

Warto zaznaczy¢, ze aktywno$¢ galu moze wynikaé z zastosowanych parametrow
MAQO, ste¢zenia i/lub postaci Zrodta galu, jak rowniez z metodologii wykonywania badan.
W przyszio$ci mozna takze rozwazy¢ przeprowadzenie badan bakteryjnych w pozywce
bakteryjnej zawierajacej chelat zelaza, co potencjalnie mogloby wptynaé na wyzsza

inhibicje W poréwnaniu z testami prowadzonymi w standardowej pozywce.

Z wykresow liczby kolonii bakterii wida¢, ze poczatkowy wzrost bakterii S.
aureus byt wolniejszy przez pierwsze 4 h w stosunku do bakterii E. coli, poczym
dynamika znaczaco wrosta, az ostatecznie po 24 h przewyzszyta liczebnos$¢ bakterii E.

coli, zarbwno wsrdod bakterii adherentnych, jak i planktonicznych. Shimabukuro i in.
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réwniez przedstawili wigkszy hamujacy wptyw warstw ze srebrem na szczep bakteryjny
E. coli niz S. aureus po 24h inkubacji. W przypadku E. coli 100% antybakteryjnosci
wykazywaty probki wytworzone W elektrolicie zawierajacym 0,05 mM AgNOs,
natomiast w przypadku S. aureus przy stezeniu 0,5 mM antybakteryjnos¢ spadta do 90%,

a dopiero przy 2,5 mM osiagnieto 100% skutecznosci [137].

Wyniki EDS pokazujg zblizone zawartos$ci srebra w warstwach otrzymanych
w elektrolicie zawierajgcym 3 mM azotanu srebra bez wzgledu na zastosowane napigcie,
jednak ilo$¢ uwolnionych z warstw z dodatkiem jonow srebra po 24 h rézni si¢ istotnie,
dlatego mozna wnioskowa¢, ze dziatanie bakterii nie jest W tym przypadku zalezne
od powierzchniowej zawarto$ci Ag wykazanej w ramach badania EDS. Tym bardziej, ze
cze$¢ bakterii prawdopodobnie wnikneta do wnetrza powierzchni warstwy tlenku przez
pory i byly one w rzeczywisto$ci narazone na znacznie wyzsze stezenie jonéOw Ag, niz
zmierzone za pomocg analizy EDS. Uzyskane wyniki sg spojne z wynikami odpowiedzi
komorkowej i potwierdzaja, ze odpowiedZz biologiczna nie jest skorelowana

Z otrzymanymi wynikami sktadu chemicznego EDS.

Podobng tendencj¢ zauwazono w [143], gdzie w elektrolicie CA z GP
z dodatkiem 0,5i2,5 mM azotanu srebra, uzyskano bardzo niska zawarto$¢ srebra
w warstwie (ok. 0,01 % mas.), amimo to warstwy wykazaty 100% wtasciwosci
antybakteryjnych po 24 h, podczas gdy warstwy MAO wytworzone w elektrolicie
zawierajagcym 0; 0,005 i 0,05 mM Ag wykazywaly wzrost liczby bakterii w stosunku
do stopu tytanu bez warstwy MAO. Réwniez w badaniach prowadzonych przez inng
grup¢ badawcza wykazano, ze probki wytworzone w 0,06 mM AgNOs wykazywaty
aktywno$¢ przeciwbakteryjng na poziomie >99,8%, mimo ze Ag W warstwie byto ponizej

wykrywalnosci technikg EDS [141].

Mozna zauwazy¢, ze W wigkszo$ci przypadkdéw po 24 h nastapit istotny wzrost
liczby bakterii w stosunku do czterogodzinnej inkubacji. Moze to wynikaé z krzywej
wzrostu bakterii, opisujgcej dynamike¢ wzrostu bakterii W systemie zamknietym [224],
[225]. Poczatkowa faza opoOznienia replikacji wynikajaca z przystosowania si¢
do nowego s$rodowiska przechodzi w faz¢ logarytmiczna, w ktorej bakterie osiagaja
maksymalne tempo wzrostu. Nastepnie zachodzi faza stacjonarna, w ktorej liczba
komorek podlegajacych podzialowi wydaje si¢ réwna liczbie komoérek martwych

z powodu wyczerpania sktadnikow odzywczych, prowadzaca do ostatniej fazy: martwej,
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w ktorej bakterie tracg zdolno$¢ do podziatu, a liczba martwych komoérek przewyzsza
liczbe zywych komorek. W celu sprawdzenia, czy badane probki po 24 h znalazty si¢
w fazie logarytmicznej i czy nastapitby pozniejszy spadek, nalezatoby wydluzy¢ czas
inkubacji o kolejny punkt czasowy.
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10.3. Wplyw addytywnego wytwarzania prébek referencyjnych
na charakterystyke otrzymanych warstw MAO

W zwigzku zrozwojem implantologii skierowanej wokot personalizacji
rozwigzan polegajacych na drukowaniu implantow metodami addytywnymi, powstato
pytanie, czy metody modyfikacji tych elementéw wcelu poprawy ich
biokompatybilnosci bedg si¢ sprawdzaty tak samo, jak w przypadku implantow
wykonywanych metodami tradycyjnymi, czy jesli zastosowane zostang te same metody
modyfikacji, to czy material zachowa si¢ podobnie? Czy mozna zastosowaé te same
parametry danej modyfikacji, czy moze nalezy je dostosowaé¢ do nowych rozwigzan?
W literaturze przedmiotu nie ma wielu badan poruszajacych te zagadnienia,
W szczegblnosci nie ma badan, ktére omawiaja wplyw wytwarzania materialu bazowego

metoda SLM na wlasciwos$ci warstwy po procesie MAO.

Podczas procesu SLM proszek metalowy jest topiony szybko poruszajacy si¢
wigzka lasera o wysokiej energii. Wysoka temperatura procesu, a nastepnie wysoka
szybko$¢ chtodzenia powoduja pojawienie si¢ nierdwnowagowych procesow
metalurgicznych, ktore prowadza do znacznych réznic we wlasciwosciach materiatow

wytworzonych metodg SLM.

W celu odpowiedzi na powyzsze pytania porownano komercyjnie dostepny pret,
w formie, ktora najcze$ciej wykorzystywana jest naimplanty, z materiatem
wytworzonym metodg SLM. W obu przypadkach przeprowadzono utlenianie
mikrolukowe wiaczajac do elektrolitu bazowego najwyzsze stezenie azotanu srebra
liczac, ze przy zintensyfikowanym procesie elektrochemicznym, ewentualne rdéznice

beda lepiej zauwazalne.

Do badania wptywu metody wytwarzania probek kontrolnych na charakterystyke
zmodyfikowanej warstwy wierzchniej zastosowano walcowany na goraco pret ze stopu
Ti- 13Zr-13Nb dostarczony przez dostawcg komercyjnego. Zgodnie z literaturs,
temperatura przemiany f3 tego stopu wynosi 735°C [226].

Juz wstepne obserwacje makroskopowe wykazaty réznice miedzy otrzymanymi
probkami po szlifowaniu. Probki uzyskane z preta byly wzglednie gladkie, podczas gdy
te wytworzone metoda SLM posiadaly mikroporowatosci i wykazywaty sig
warstwowos$cig wynikajaca z charakterystyki spiekania proszkéw i budowania elementu

warstwa po warstwie. Trawienie probek ujawnito dalsze rdznice wystepujace
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w mikrostrukturze. Przemiany fazowe i mikrostruktura zalezg od takich czynnikéw, jak

sktad chemiczny materiatu, odksztatcenie, czas i temperatura obrobki cieplnej [68].

Mikrostruktura stopu Ti-13Zr-13Nb probki referencyjnej W postaci preta
charakteryzowata si¢ drobng iglasta morfologia martenzytyczng skladajaca sie¢
z mieszaniny faz a, o’ i . Obserwacje byly zgodne z tymi przeprowadzonymi przez inng
grupe badawcza, ktora analizowata mikrostrukture stopu Ti-13Zr-13Nb, pochodzacego
od tego samego producenta. Wykazano tu takze istnienie dodatkowej fazy ao”, ale jej
identyfikacja wymagata wykonania dodatkowych badan TEM, do ktérych w czasie
przygotowywania rozprawy doktorskiej nie miano dostepu [227]. Réwniez podobng
mikrostrukture stopu Ti—13Nb-13Zr walcowanego na goraco z wystepowaniem faz a, o’
i B zaobserwowali Geetha iin [228]. W tych badaniach faza o” pojawita si¢ tylko
w stopach o wyzszej zawarto$ci Nb jako pierwiastka [ stabilizujgcego. W literaturze
przedstawiono, ze za pomocg XRD nie mozna byto wykry¢ fazy a W stopie zawierajacym
6% Zr. Dalszy wzrost zawarto$ci Zr doprowadzit rowniez do zahamowania fazy
martenzytu a”. Zadna faza a” nie mogla zostaé wykryta przez XRD w stopie

zawierajagcym 12% Zr.

Przemiana krystalograficzna miedzy faza [ afazg o moze zachodzié
martenzytycznie lub wydzieleniowo w zalezno$ci o0d sktadu chemicznego stopu
I szybkosci stygniecia [229]. Fazy martenzytyczne a (o’ i ) powstajg w metastabilnym
stopie tytanu B schtodzonym ponizej temperatury przemiany martenzytycznej. Réznica
miedzy fazami o' i " wynika z ilo$ci pierwiastkow warunkujacych powstanie fazy 8
w stopie. Wraz ze wzrostem ilo$ci pierwiastka bedacego promotorem fazy § temperatura
przemiany martenzytycznej spada donizszych temperatur, apowstajace fazy
martenzytyczne zaczynaja si¢ przeksztatca¢ ze struktury krystalicznej o' HCP
do ortorombicznej struktury krystalicznej o [230]. Przy wolniejszym chtodzeniu z fazy

B powstaje faza a.

Obrobka na gorgco prowadzona W temperaturze stabilnosci fazy [ prowadzi
do ksztaltowania ziaren pierwotnej fazy B, a nastepnie ptytek fazy o wewnatrz fazy f.
Otrzymana struktura sktada si¢ z trzech mikrosktadnikéw: granicy ziaren o wokot ziarna
wczesniejszego B (acs), cienkich warstw B oddzielajacych lamele o, oraz kolonii a
o splocie blaszkowym (awce) W ziarnie wczesniejszego B [189], co =zostato

przedstawione na rysunku 47.
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aGB b) Struktura ptytkowa OWGB

ax 3

Rysunek 47 Wytracanie faz o: a) acs, b) Struktura ptytkowa, c¢) awes, na podstawie: [189]

Morfologia probek referencyjnych wykonanych metoda SLM istotnie roznita si¢
od referencji  komercyjnego preta. Widoczne tu byly przede wszystkim cechy
charakterystyczne dla procesow AM, powstale naskutek dzialania plamki lasera
i wysokich temperatur (jeziorko topliwe, mikropory, $ciezki skanowania). Wedtug
literatury, w stopie Ti- Nb-Zr, rozwo6j martenzytu jest znacznie zroéznicowany
w zalezno$ci 0d szybkosci chlodzenia, naktora wplywajg strategie skanowania.
W niniejszej pracy elementy wytworzono z wykorzystaniem ptaszczyzny xy. Gdy wigzka
lasera przesuwa si¢ do sgsiedniej Sciezki, materiat W oryginalnej §ciezce jest ponownie
topiony, poniewaz wielko$¢ jeziorka stopu jest wigksza niz odleglo$¢ migdzy $ciezkami,
co wskazuje, ze mikrostruktura odtwarza cze$ciowe ponowne stopienie migdzy
sgsiednimi $ciezkami skanowania. W kierunku budowania elementu ponowne topienie
nastepuje nie tylko W warstwie powierzchniowej, ale takze w warstwach uprzednio

osadzonych pod nig.

Obrazy uzyskane z mikroskopu swietlnego i elektronowego sg zgodne z obrazami
uzyskanymi przez innych autorow [76], [188]. Widoczne ziarna kolumnowe wystepujace
W basenach topliwych to faza B, ktora powstata wzdhuz kierunku budowania probki.
Zgodnie z literaturg przedmiotu, w przypadku metod wytwarzanych addytywnie,
skanowanie wigzka lasera warstwy proszkow i ponowne stopienie wierzchotka ziaren
kolumnowych dziala jak jadro epitaksjalnego wzrostu kolejnych ziaren [76]. Rozmiary
[ ziaren sa duze. Niektore zrodla literaturowe podaja, ze ich dtugos¢ moze wynosi¢ nawet
100 um [75]. Ponadto pokazuje to, ze predkosci chtodzenia sg wystarczajaco wysokie,
aby zachowac¢ faze beta-metastabilng w temperaturze pokojowej [231].

Oprocz poételiptycznych $Sladow stopionego jeziorka obserwuje si¢ réwniez
morfologie przypominajgce pasma, jest to widok jeziorek topliwych wytworzonych przez

sciezke lasera wzdtuz kierunku x. Naktadanie si¢ $ciezek lasera wynikajace z wiekszej
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$rednicy plamki lasera (120 pm) w stosunku do ustawionej odlegto$ci migdzy punktami
(20 um), spowodowato, ze kazda stopiona $ciezka zwigzala si¢ z sgsiednimi $ciezkami.
Kilka zestalonych stref charakteryzowalo si¢ zakrzywionymi krawedziami i zawierato
typowe defekty wywotane metodg SLM ispowodowane obecno$cig niestopionych
czastek, porowatoscig i zjawiskami kulistymi (ang. balling) wynikajacymi z niestopienia
si¢ duzych kulistych czastek proszku, co wptywato na zmniejszenie ggstosci probki SLM
[187]. Wystepowanie mikroporow zwigzane jest przede wszystkim z wystepowaniem
wysokich temperatur lokalnych i parowaniem materiatu podczas topienia laserowego
[75]. Niestopione proszki zwigzane sg zrézng temperaturg topnienia pierwiastkow
stopowych Zr i Nb. Réwniez rozmiar proszkoéw ma znaczenie. Jesli energia lasera jest
niewystarczajaca do stopienia duzych czastek w warstwie proszku, powstaja niestopione
pory 0 nieregularnym ksztalcie, co okresla si¢ mianem zjawiska kulistego [232]. Podczas
skanowania kierunek prowadzenia lasera zostal obrocony 0 90°, co powoduje zmiany
W rozpraszaniu ciepla dla tej warstwy oraz W kierunku catkowitego gradientu
temperatury. Opisane zjawisko zwicksza gestos¢ wytworzonej probki oraz site wigzania

migdzy osadzonymi warstwami.

Analiza XRD ujawnia wystepowanie fazy ao’. Niektorzy autorzy identyfikuja
ziarna rosnace prostopadle do granicy jeziorek topliwych wlasnie jako faze
martenzytyczng [75]. Z kolei inni autorzy identyfikowali te ziarna jako niejednorodno$é¢
chemiczng prawdopodobnie spowodowang przetopieniem i ponownym krzepnigciem
wczesniej osadzonej warstwy. Mikrosegregacja nie wptywa jednak na strukture ziarna
[231]. Natomiast wigkszo$¢ badan byta zgodna co do wykrycia fazy o’ nierbwnomiernie
osadzonej w ziarnie 3 [188], [189], [233]. W wickszosci przypadkow faza o’ byta bardzo
niewielka (3-5 nm) i wykryta dopiero przy pomocy obrazowania TEM.

Zgodnie z diagramem fazowym Ti-Nb mozna zatozy¢, ze podczas procesu SLM
fazy najprawdopodobniej sg generowane W nastgpujacych przemianach: L - L+ —
+ a' [76]. Analiza mikrostruktury stopéw Ti-13Zr-13Nb wytworzonych metodami AM
jest bardziej ztozona i duzo trudniejsza W analizie, zalezy od historii termicznej, na ktora
wplywaja takie parametry jak: zrédlo energii, moc wejsciowa, predkos¢ skanowania,
czysto$¢ stopu, atakze geometria irozmiar wytwarzanego elementu. Ta zlozonos¢

historii termicznej utrudnia scharakteryzowanie wczesniejszych ziaren fazy p.
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Obserwacje istniejacych faz sg wstepne I nalezy je potraktowac jak zaproszenie
do bardziej doglebnej analizy. W celu lepszego zdefiniowania mikrostruktury nalezatoby
przeprowadzi¢ dodatkowe, bardziej precyzyjne badania. Transmisyjny mikroskop
elektronowy (TEM) jest zwykle uzywany do scharakteryzowania morfologii fazy
martenzytycznej. Natomiast analiz¢ dyfrakcji elektronéw (SAED), przeprowadza si¢
w celu zbadania zaleznoéci orientacji i mechanizmu transformacji poszczeg6élnych faz.
XPS moze by¢ wykorzystywane do identyfikacji sktadu fazowego lub EBSD

do okreslenia tekstury.

Roéznice W mikrostrukturze znalazty swoje odzwierciedlenie we wtasciwos$ciach
badanych probek referencyjnych. Wykazano, ze twardo$ci HV probki referencyjnej
W postaci preta byty niemal dwukrotnie nizsze od twardosci probek referencyjnych
wytworzonych metodag SLM. Prawdopodobng przyczyna byt efekt walcowania preta
na goraco, W ktérej podczas rekrystalizacji uzyskano zmniejszenie napr¢zen
wewnetrznych | defektow struktury oraz obnizenie twardosci. Rowniez struktury, ktore

posiadaja wigcej fazy B, charakteryzuja si¢ wyzsza twardoscia [230].

Kat zwilzania probek referencyjnych w postaci preta byt niemal dwukrotnie
nizszy od probki referencyjnej SLM, co mogto by¢ zwigzane z wigksza chropowatos$cia
probek SLM wynikajaca z warstwowej struktury powstatej na skutek procesu SLM.

Chociaz metoda wytwarzania materialu kontrolnego nie miata istotnego wptywu
na grubos¢ i chropowato$¢ warstw MAO, to warstwy wytworzone na materiale SLM
posiadaly pory 0 nizszej Sredniej Srednicy Z wiekszg liczbg nanometrycznych porow (<1
um), W porownaniu do warstw MAO wytworzonych nakomercyjnym precie.
Obserwacja ta jest zgodna z innymi badaniami [163]. Powstanie nanometrycznych porow
moze by¢ zwigzane z mniejszym rozmiarem ziaren w materiale wytworzonym metoda
SLM, co moze zapewni¢ znacznie wigcej mniejszych kanatdow wytadowczych dla
procesu MAO. Wydaje si¢, ze jest to istotna kwestia wpltywajaca na dalszg

charakterystyke warstw.

Badanie mikrostrukturalne wykazato, ze we wszystkich probkach wystepowaty

znaczne ilo$ci fazy B, a odkrycie to byto zgodne z identyfikacja faz metodg XRD.

Analiza skladu chemicznego stopow ujawnita, ze zawartos¢ Zr w obydwu
przypadkach jest nizsza od wartosci deklarowanych przez producentow i wynosi ok. 11%

mas. zamiast 13% mas., co moze by¢ spowodowane obnizong czysto$cig zakupionego
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preta i proszku i/lub zmian w sktadzie powstatych na skutek procesu obrobki stopu.
Wtasciwosci chemiczne proszkow mogg si¢ rowniez rozni¢ ze wzgledu na stosowanie
odzyskiwania proszku po procesie i ponowne jego wykorzystywanie lub ze wzgledu
na warstwowy charakter procesu SLM, awiec efekty termiczne oddziatujgce

na wytworzone warstwy moga skutkowa¢ ubytkami pierwiastkow.

Analizujgc sktad otrzymanych warstw mozna zauwazy¢, ze do warstwy
wytworzonej na materiale SLM zostato wlgczone wigcej srebra, jak rowniez odnotowano
wyzszy stosunek Ca/P w poréwnaniu do warstw wytworzonych na precie, co potwierdza,
ze metoda wytwarzania materialu kontrolnego istotnie wpltywa nachemi¢ warstw
wytworzonych na danym materiale. Mimo nieco wyzszej zawartosci srebra w warstwach
wytworzonych na probkach referencyjnych SLM, ilo$¢ uwolnionych jonéw po 7 dniach
inkubacji byta zblizona bez wzgledu na uzyty material referencyjny (1,4-1,85 mg/dm?3
Ag). Wigksza zawarto$¢ jonow Ag w warstwach MAO na probkach SLM przy mniejszej
$rednicy porow moglta wyrownaé ilo$¢ uwalnianych jondéw z warstw 0 mniejszej

zawartosci srebra, ale wigkszych porach.

Przeprowadzona analiza potwierdza, ze mikrostruktura bezposrednio decyduje
0 wlasciwosciach wyrobow metalowych, ktore z kolei sg okreslane przez historig

termiczng stopow.
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11. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

W ramach rozprawy doktorskiej badano charakterystyke warstw MAO
na powierzchni stopu Ti-13Zr-13Nb uzyskanego metoda selektywnego topienia
laserowego. Badania zostaly podzielone natrzy czesci. w pierwszym etapie zbadano
wplyw parametréw procesu MAQ: napiecia, natezenia i czasu na charakterystyke warstw
wytwarzanych w elektrolicie zawierajacym glicerofosforan wapnia i octan wapnia, jako
zrodla wapnia i fosforu. na podstawie tych badan wyeliminowano parametry procesu,
ktore nie speilnialy projektowych oczekiwan. Drugi etap badan dotyczyl proby
wprowadzenia do warstw bioaktywnych dodatkow w postaci srebra i galu, przy réznych
stezeniach, pod dwoma napigciami (3001400 V), znatgzeniem pradu wyzszym
w stosunku do badan prowadzonych w pierwszym etapie. Trzeci etap badan dotyczyt
poréwnania wplywu metody wytwarzania stopu tytanu za pomoca metody SLM
na charakterystyke warstw MAO w stosunku do warstw MAO uzyskanych na stopie

wytwarzanym w konwencjonalny sposéb W formie preta.

Ponizej znajduja si¢ gldwne wnioski wysunigte na podstawie przeprowadzonych
badan:

Wplyw parametrow procesu na charakterystyke otrzymanych warstw

e Dobor odpowiednich parametréw procesu MAO, w tym napigcia, natezenia,
czasu oraz skladu elektrolitu pozwolit Z powodzeniem wytworzy¢ warstwy MAO
zawierajgce wapn, fosfor, gal lub srebro na stopie Ti-13Zr-13Nb uzyskanym
metodg SLM, a wybrane parametry istotnie poprawity wlasciwosci tego stopu
w odniesieniu do zastosowania implantacyjnego.

e Parametry procesu MAO istotnie wptynely na charakterystyke powstatych
warstw, wraz ze wzrostem napigcia, nat¢zenia lub czasu rosta intensywno$¢
przeprowadzanego procesu, ktora skutkowata uzyskaniem warstw 0 wigkszej
porowato$ci, grubosci i chropowatosci. Kluczowym parametrem procesu MAO,
przy ktorym obserwowano najwigksze zmiany W charakterystyce warstw, byto
napiecie, gdyz wraz z jego wzrostem odnotowano dodatkowo wzrost stosunku
Ca/P, ilosci fazy rutylu, obnizenie wtasciwosci nanomechanicznych i wzrost sity
adhezji warstwy do powierzchni. Wydtuzenie czasu rowniez poprawito stosunek

Ca/P iobnizyto kat zwilzania. Natomiast wzrost natezenia pradu przede
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wszystkim poprawit site adhezji warstwy do podtoza i zapewnit brak delaminacji
przy maksymalnej zadanej sile.

W zadanych warunkach procesowych napigcie 200 V byto niewystarczajace
do wytworzenia catkowitej warstwy MAO, z kolei krotszy czas (10 min) i nizsze
natezeniu pradu (32 mA) byty zbyt niskie do uzyskania maksymalnego zadanego
napigcia 400 V.Podwyzszenie natezenia do 50 mA pozwolito ukonczy¢ proces
w czasie 10 min iuzyska¢ kompletng warstwe MAO, co moze oznaczaé, ze
zastosowanie krotszego czasu | wyzszego nat¢zenia pradu pozwala wytworzy¢
warstwe, ktoéra wilasciwosciami bedzie tozsama z warstwag otrzymang przy
nizszym natezeniu, ale dluzszym czasie, przy zachowaniu stalego parametru
napigcia.

Wplyw bioaktywnych dodatkoéw na charakterystyke powierzchni byt stabszy niz
zmiany napiecia, dlatego wplyw danego dodatku na charakterystyke warstw
mozna bylo zaobserwowaé przede wszystkim przy nizszym napigciu (300 V)
wytwarzania MAO.

Dodatek azotanu srebra lub galu skutkowal powstaniem warstw 0 mniejszej
srednicy poroéw, dodatkowo gal powodowal wigksza chropowatos¢ i mniejszg
grubo$¢ warstw W poréwnaniu do warstw wytworzonych w elektrolice bazowym
bez bioaktywnych dodatkow, wykazywal si¢ lepsza migracja i wlaczaniem
do powierzchni niz srebro, ajego wyzsza zawarto$¢ W warstwie powodowata
istotnie wyzsze wyrzutowe uwolnienie aktywnych jonow do roztwou PBS
W ciggu 24 h, a nastgpnie powolne uwalnianie przez co najmniej 7 dni, co bylo
maksymalnym badanym okresem. Dodatkowo gal istotnie wptynat na obnizenie
twardosci i modutu Younga otrzymanych warstw.

Odnotowano negatywny wptyw galu na proces formowania si¢ warstw MAO
przejawiajacy si¢ istotnym spadkiem grubosci warstwy wytworzonej w 3 mM
roztworze azotanu galu pod napigciem 400 V w stosunku do pozostatych grup
probek oraz calkowitym zahamowaniem powstawania warstwy MAO przy
wyzszym stezeniu azotanu galu (6 mM) i/lub w mieszaninie azotanu galu (3 mM)
I azotanu srebra (3 mM), co przypisuje si¢ spadkowi rezystancji elektrycznej

powstatej warstwy | zahamowaniu procesu wzrostu.
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Wplyw bioaktywnych dodatkow na biofunkcjonalizacje

Warstwy MAO wytworzone w elektrolicie zawierajagcym wapn i fosfor wykazuja
wczesng bioaktywno$¢ wyrazong W istotnym wzroscie stosunku Ca/P
odnotowanym po zanurzeniu w roztworze Hanksa;

Wykazano wybitng zdolno$¢ galu do promowania osteointegracji o szerokim
zakresie stezenia jonoOw istotnie poprawiajgcych proliferacje komorek, ktore
miesci sie co najmniej w granicach 0,06-7,62 mg/dm? uwolnionych jonéw galu
10,11-0,56% at. zawarto$ci galu w warstwie;

Wykazano, ze warstwy zawierajace wapn | fosfor oraz warstwy z dodatkiem
najnizszego stezenia azotanu srebra skutecznie promujg osteointegracje,
a zawarto$¢ srebra w warstwie od 0,15% at. i uwalnianie jonéw Ag 0,70 mg/dm?
jest przyblizong wartoscia, przy ktorej nastgpowat spadek proliferacji komorek,
amaksymalna zbadana zawarto$¢ srebra W warstwie réwna 0,45% at.
i uwalnianie na poziomie 1,93 mg/dm? jonéw Ag nie powoduje cytotoksycznosci;
Zastosowanie roztworu zawierajagcego 3 mM azotanu srebra i przeprowadzenie
procesu MAO przy napigciu 400 V pozwola uzyska¢ 100% skuteczno$é¢
antybakteryjng wobec bakterii szczepu S.aureus i E.coli zarowno w formie
planktonicznej, jak i biofilmu. Natomiast zastosowanie nizszego napigcia (300V)
prowadzi do powstania warstw o charakterze bakteriostatycznym;

Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa srebra wobec bakterii wystepujacych
w postaci planktonicznej, jak i biofilmu moze $wiadczyé 0 bakteriobojeczym
mechanizmie srebra opartym na modelu kontaktowym polgczonym z modelem
uwalniania;

Przy zadanych parametrach procesu dodatek galu nie wykazal whasciwosci
bakteriobdjczych, a jedynie minimalng i wybidrcza aktywnos¢ bakteriostatyczng
wobec biofilmu bakterii S. aureus po 4 h i bakterii E. coli po 24 h inkubacji, co
moze sugerowac, ze zwigkszenie jego stezenia moze poprawi¢ wilasciwosci

bojcze.
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Wplyw metody wytwarzania materialow na charakterystyke warstw MAQO

e Mikrostruktura i wtasciwosci stopu Ti-13Zr-13Nb byly istotnie zalezne
od metody jego wytwarzania. Probki referencyjne uzyskane z komercyjnego
preta posiadaty przede wszystkim fazy a, B, o’ (a’’) i byly wolne od defektow.
Probki wytworzone metodg SLM posiadaly przede wszystkim fazy B, o’ (a’’),
oraz liczne cechy charakterystyczne wynikajagce z metody addytywnego
tworzenia elementow wykorzystujacej wysoki gradient termiczny, wykazywaty
liczne defekty w postaci porow, aich twardos¢ ikat zwilzania byly niemal
dwukrotnic wyzsze od tych reprezentowanych przez probki referencyjne
Wytworzone z preta.

e Metoda wytwarzania materiatow  referencyjnych istotnie = wptyngta
na charakterystyke powstatych warstw MAO. Warstwy MAO wytworzona
na stopie SLM charakteryzowaly si¢ wystepujaca nanoporowatoscia, wyzsza
zawarto$cig wlgczonych jonow srebra do warstwy i wyzszym stosunkiem Ca/P
w stosunku do warstw MAO wytworzonych na materiale macierzystym w postaci
komercyjnego preta walcowanego na gorgco. Dodatkowo, uwalnianie
bioaktywnych jonow srebra byto wolniejsze w przypadku warstw wytworzonych
na materiale uzyskanym technika SLM, co moze oznacza¢ mozliwo$¢ stosowania

nizszych stezen bioaktywnych dodatkow.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze charakterystyka
materiatow wytworzonych SLM, w tym ich mikrostruktura, istotnie wptywa na proces
wzrostu i wlasciwosci warstw MAO wymagajac opracowania dedykowanej strategii
parametrow  procesu modyfikacji ~w stosunku  do materiatbw ~ wytwarzanych

w konwencjonalny sposob.

Zastosowanie techniki MAO z wykorzystaniem parametrow: napigcia 400 V,
czasu 15 min inat¢zenia pragdu 83 mA moze poprawi¢ skuteczno$¢ implantacyjng
biomateriatéw wytworzonych metoda SLM dzigki uzyskaniu poprawionej adhezji
warstw do podtoza, poprawionej bioaktywnosci mierzonej wzrostem stosunku Ca/P
do wartos$ci bliskiej oczekiwanej i spadkiem zwilzalnosci powierzchni, a w konsekwencji
wzrostem zywotno$ci komorek, w stosunku do pozostaltych badanych parametrow
procesu. w tych warunkach, dodatek 3 mM azotanu srebra zapewnia 100% skutecznos¢

antybakteryjng przy jednoczesnym braku cytotoksycznosci. Natomiast taka sama
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zawarto$¢ galu zapewnia ponadprzecigtny wzrost komoérek osteoblastycznych wykazujac

jedynie minimalng i wybidrcza aktywno$¢ bakteriostatyczna.

Przyszte badania powinny koncentrowac si¢ wokot opracowania optymalnych
parametrow procesu MAO, przy ktorych mozliwe bedzie jednoczesne wiaczenie srebra

I galu do warstwy i wzmocnienie ich funkcji na drodze synergii.

Uzyskane wyniki pozwolity cz¢§ciowo wypetni¢ zaobserwowang luke badawcza
i okreslic wpltyw poszczegdlnych parametréw na mechanizm powstawania i budowania
warstwy MAO na medycznym stopie tytanu wytwarzanym metodg addytywna, a takze
pozwolity poréwna¢ dziatanie dwoch roznych pierwiastkow, srebra i galu petnigcych
bioaktywna role. Wedtug najlepszej wiedzy autorki, nie przeprowadzano wczesniej tego

typu badan.

Wyniki wskazuja na potencjat modyfikacji drukowanych implantéw za pomoc

utleniania mikrolukowego.

Konkludujac, badania oméwione W ramach rozprawy doktorskiej wykazaty
stusznos¢ obu sformutowanych wezesniej tez pracy. W szczegdlnosci stwierdzono, jak to
wykazano wyzej, iz modyfikacja powierchniowa stopu tytanu za pomocg utleniania
mikrolukowego 0 odpowiedniej kombinacji parametrow procesu i wytworzenie warstw
zawierajacych wapn i fosfor z dodatkiem srebra lub galu, zwigksza biozgodnos¢ oraz
aktywno$¢ biologiczng implantu tytanowego, nie wplywajac niekorzystnie
na wlasciwosci mechaniczne iadhezje warstw. Jak rowniez wykazano, ze
nierownowagowa mikrostruktura materiatow wytworzonych metoda SLM istotnie
wplywa na proces wzrostu i wiasciwosci warstw MAO. Osiggnigto takze postawiony

gtowny cel badawczy i cele dodatkowe.
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