Politechnika
Slaska

mgr inz. Katarzyna Le$niak-Zioétkowska

ROZPRAWA DOKTORSKA

Nowa generacja powierzchni
bakteriostatycznych/antybakteryjnych
otrzymywanych metoda PEO w zawiesinach
zwigzkow srebra, miedzi i cynku na implantach
dedykowanych tkance twardej

Promotor: prof. dr hab. inz. Wojciech Simka

Promotor pomocniczy: dr hab. inz. Alicja Kazek-Kesik

GLIWICE 2023



Dziekuje prof. dr hab. inz. Wojciechowi Simce za przekazanie mi ogromu wiedzy, wtasnego
doswiadczenia, wsparcia i nieustannego dostarczania motywacji

oraz wiary w realizacje niniejszego projektu.
Dziekuje dr hab. inz. Alicji Kazek-Kesik za cenng nauke i poswiecony czas.

Dziekuje KoleZzankom i Kolegom z zespotu za kazdg porade, pomocnq dfon

i przyjazng atmosfere wspotpracy.
Przyjaciofom za wytrwaftosc, cierpliwos¢ i wiare we mnie.
Radkowi Ziétkowskiemu, za wszystko.

Krzysztofowi Tomaszowi Piekarskiemu za pierwsze kroki stawiane na sciezce inzyniera.



Badania przeprowadzone w niniejszej pracy wykonano w ramach projektu
»Diamentowy Grant” finansowanego przez Ministerstwo Edukacji i Nauki

(nr projektu: 04/010/DG_18/0088)

Ministerstwo AV A

| v s . Diamentow
}{ Edukacji i Nauki NV Grant d




Streszczenie

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej przeprowadzono badania majace na celu
wykorzystanie nierozpuszczalnych zwigzkéw cynku, miedzi oraz srebra w procesie
plazmowego utleniania elektrochemicznego w celu wytworzenia porowatych warstw
tlenkowych na powierzchni stopow tytanu charakteryzujacych sie dziataniem
antybakteryjnym.

Pierwszy etap badan obejmowat okreslenie optymalnych parametréw procesu
plazmowego utleniania elektrochemicznego, tj. napiecia oraz gestosci prgdu. Za pomoca
skaningowej mikroskopii elektronowej okreslono morfologie otrzymanych powierzchni, co
w potgczeniu z spektroskopig rentgenowska z dyspersjg energetyczng oraz badaniami
chropowatosci otrzymanych powierzchni umozliwito dobér najbardziej odpowiednich
warunkéw pradowych procesu plazmowego utleniania elektrochemicznego.

Wykonano szereg nastepnych badan z wykorzystaniem pozostatych nierozpuszczalnych
zwigzkéw cynku, miedzi oraz srebra. Charakterystyka fizykochemiczna otrzymanych warstw
tlenkowych obejmowata pomiary kata zwilzalnosci, grubosci warstw tlenkowych oraz
spektroskopie Ramana. llos¢ uwolnionych jonéw cynku, miedzi oraz srebra zdeterminowano
za pomocg dtugoterminowych badan zanurzeniowych w roztworze Ringera. Wtasciwosci
bakteriostatyczne utworzonych powfok okreslono w badaniach adhezji bakterii
Staphylococcus aureus ATCC 25923 oraz Escherichia coli ATCC 25922. Wykonano takze
badania cytokompatybilnosci zmodyfikowanych powierzchni.

W rezultacie potwierdzono, ze warstwy tlenkowe z dodatkiem pierwiastkéw takich jak
cynk, miedz oraz srebro stanowig innowacyjny kierunek rozwoju biomateriatéw
implantacyjnych. Proces plazmowego utleniania elektrochemicznego pozwolit uzyskac
warstwy o zwiekszonej porowatosci, chropowatosci i hydrofilowosci, co wspierato ich
bioaktywnos$¢ i prawidiowg integracje z tkankg kostng. Dodatek antybakteryjnych
pierwiastkdw przyczynit sie do poprawy witasciwosci bakteriostatycznych otrzymanych

powtok.



Abstract

In the context of this doctoral dissertation, research was conducted with the aim
of utilizing insoluble compounds of zinc, copper, and silver in the process of electrochemical
plasma oxidation to obtain porous oxide layers on titanium alloys surfaces characterized by
antibacterial properties.

The first stage of the research involved determining the optimal parameters for the
electrochemical plasma oxidation process, such as voltage and current density. Scanning
electron microscopy was used to determine the morphology of the obtained surfaces, which,
in combination with X-ray energy dispersive spectroscopy and roughness measurements
of the surfaces, allowed for the selection of the most suitable current conditions for the
electrochemical plasma oxidation process.

A series of following studies were conducted using the other insoluble compounds
of zinc, copper, and silver. The physicochemical characterization of the obtained oxide layers
included measurements of contact angle, oxide layer thickness, and Raman spectroscopy.
The release of zinc, copper, and silver ions was determined through long-term immersion
studies in a Ringer's solution. The bacteriostatic properties of the created coatings were
confirmed in studies of bacterial adhesion, involving Staphylococcus aureus ATCC 25923 and
Escherichia coli ATCC 25922. Additionally, cytocompatibility studies of the modified surfaces
were performed. As a result, it was confirmed that oxide layers containing elements such
as zinc, copper, and silver represent an innovative direction in the development
of implantable biomaterials. The electrochemical plasma oxidation process allowed for the
production of layers with increased porosity, roughness, and hydrophilicity, which supported
their bioactivity and proper integration with bone tissue. The addition of antibacterial
elements contributed to the improvement of the bacteriostatic properties of the obtained

coatings.
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Wykaz symboli i oznaczen

AgOx
AgP
ASTM
CaP
CCD
CFU
CpTi
CuOx
CuP
DNA
EDX
EMEM
EPS
EVA
FBS
FWHM
GM
HA
ICP-OES
IDSS
Oo
PAA
PBP
PC
PCL
PDM
PEO
PGA
PLA

tlenek srebra(l)

ortoforsrofan(V) srebra(l)

Amerykanskie Stowarzyszenie Badan i Materiatow
ortofosforan(V) wapnia

uktad elementdéw swiattoczutych

jednostka tworzgca kolonie

komercyjnie czysty tytan

tlenek miedzi(ll)

ortofosforan miedzi(ll)

kwas deoksyrybonukleinowy

spektroskopia rentgenowska z dyspersjg energetyczng
medium do wzrostu komorek

polimerowa matryca polisacharydowa

kopolimer etylenu i octanu winylu

ptodowa surowica bydleca

szerokos¢ w potowie wysokosci piku

gummetal

hydroksyapatyt

spektrometria atomowa emisyjna z indukcyjnie sprzezong plazma
wszczepialne systemy dostarczania lekdw

anion tlenu normalnie wbudowany w sieé krystaliczng
pirogronian sodu

specyficzne biatka wigzgce penicyline

poliweglan

polikaprolakton

defekty punktowe

plazmowe utlenianie elektrochemiczne

poli(kwas glikolowy)

poli(kwas mlekowy)



PLGA kopolimer kwasu mlekowego i glikolowego

Ra Srednie arytmetyczne odchylenie profilu od linii sSredniej
RANKL aktywator jadrowy czynnika kappa B

ROS reaktywne formy tlenu

Rz najwieksze odchylenia od profilu sredniej

§100% redukcji fluorescencja odczynnika Alamar Blue zredukowanego w 100%
SBF symulowany roztwor fizjologiczny

SEM skaningowa mikroskopia elektronowa

Gkontrol fluorescencja pozywki bez komdrek linii MG-63

S* fluorescencja prébek

TAV stop Ti-6Al-4V

TCP ortofosforan(V) wapnia

TiTi kation tytanu normalnie wbudowany w sie¢ krystaliczng
Tix+ miedzyweztowy kation tytanu

™ stop Ti-15Mo

TNZ stop Ti-13Nb-13Zr

TPU termoplastyczny poliuretan

TSB pozywka TSB Becton Dickinson

Vo wakans tlenu

Vi wakans tytanu

ZnOx tlenek cynku

ZnP ortofosforan(V) cynku

A dtugosc fali



1. Wstep

Rekonstrukcja tkanki kostnej cztowieka stanowi jedno z wiekszych wyzwan dzisiejszej
medycyny. Jej ubytki mogg powstac na skutek rozwoju infekcji, choroby lub przebycia urazu,
uniemozliwiajagc prawidtowe funkcjonowanie organizmu. Najczestszym rozwigzaniem
problemu jest zastgpienie uszkodzonej tkanki kostnej biozgodnym materiatem
charakteryzujagcym sie dobrymi wtasciwos$ciami mechanicznymi, a takze wysoka odpornoscia
na degradacje w $Srodowisku tkankowym [1-3]. Dobdr witasciwego biomateriatu oraz jego
bezpieczna i dtugotrwata eksploatacja stanowig niezbedne warunki do pomysinej
rekonstrukcji tkanki twardej oraz powrotu pacjenta do zdrowia i sprawnosci.

Prawidtowy przebieg procesu implantacji jest uzalezniony od biokompatybilnosci
materiatu implantacyjnego, jego trwatosci oraz witasciwosci mechanicznych, ktére powinny
by¢ mozliwie jak najbardziej zgodne z witasciwosciami zastepowanej tkanki kostnej [4].
Dodatkowo proces implantacji, bedacy rodzajem bezposredniej interwencji w organizm
cztowieka, niesie ze sobg ryzyko wystgpienia zakazenia bakteryjnego mogacego prowadzié
do rozwoju stanu zapalnego, infekcji, a takie catkowitego odrzucenia implantu
i niepowodzenia operacji [5]. Wiedza o problemach towarzyszagcych dopasowaniu
wtasciwego biomateriatu oraz skutecznych metodach ochrony przed zakazeniem jest
intensywnie rozwijana w celu doskonalenia technik inzynierii tkankowej i biomedyczne;j.

Mnogos$¢ badan naukowych doprowadzita do pojawienia sie na rynku réznorodnych
biomateriatdw, sposrdéd ktérych wymienié mozina biomateriaty ceramiczne, metalowe,
polimerowe czy kompozytowe [6]. Problem =zakazen bakteryjnych jest aktualnie
rozwigzywany za pomocg antybiotykoterapii [7]. Jednakie ze wzgledu na wzrastajacy
opornos¢ bakterii na dziatanie antybiotykdéw, a takze niebezpieczne skutki uboczne i reakcje
alergiczne wywotane w organizmie cztowieka, prowadzone sg intensywne badania majace
na celu opracowanie alternatywnych metod leczenia oraz profilaktyki zakazen bakteryjnych
[8,9]. Ztozonos¢ mozliwych probleméw czyni ogdt proceséw zwigzanych z implantacja
tematyka interdyscyplinarng tgczacg wiedze i doswiadczenie naukowcow z zakresu nauk

medycznych, chemicznych, inzynierii materiatowej oraz wielu innych.
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1.1. Biomateriaty

Implanty wszczepiane do organizmu ludzkiego produkowane sg z rdéinego rodzaju
biomateriatdw, ktérych gtdéwng rolg jest zastgpienie uszkodzonej tkanki lub narzadu oraz
w niektorych przypadkach spetnianie jego funkcji [6,10]. Wysokie wymagania stawiane
materiatom implantacyjnym obejmujg m.in. dobrg biozgodno$¢ materiatu, z ktérego
wykonany jest implant, a w szczegdlnosci cechy jego powierzchni takie jak chropowatosc¢ czy
zwilzalnos¢. W celu zapewnienia prawidtowe]j aplikacji materiatu musi on charakteryzowac
sie szeregiem witasciwosci mechanicznych o parametrach zblizonych do parametréw
zastepowanej tkanki oraz zgodnych z przeznaczeniem implantu, m.in.: twardoscia,
kruchoscig, elastycznoscig, odpornoscig na Scieranie, zginanie, a takze optymalng wartoscia
modutu sprezystosci Younga [6].

Na przestrzeni lat dynamiczny rozwdj technologii implantéw dedykowanych tkance
kostnej doprowadzit do wyrdznienia trzech generacji biomateriatéw [11]. Pierwsza z nich
(lata '60 XX wieku) definiowata biomateriat jako materiat inertny wzgledem organizmu
ludzkiego oraz niewykazujgcy toksycznosci. Wsrdd biomateriatdw pierwszej generacji
wyrézni¢ mozna szereg biomateriatdw metalowych, ceramicznych oraz polimerdw. Kolejne
wyzwania stawiane na drodze rozwoju inzynierii biomedycznej spowodowaty zmiane
klasycznego podejscia do definicji biomateriatu, ktdrego obligatoryjng cechg stat sie nie tylko
inertny charakter, ale réwniez bioaktywnos$é. Wprowadzenie do technologii biomateriatéw
zwigzkdw wspomagajgcych wzrost tkanki kostnej oraz umacniajgcych potaczenie typu tkanka
kostna-implant utworzyto drugg generacje biomateriatéw, do ktérej zaliczy¢ mozina
m.in. hydroksyapatyt (HA), ortofosforan(V) wapnia (TCP) oraz weglan wapnia
czy bioszkta [11,12].

Aktualne badania majg na celu rozwéj biomateriatdw trzeciej generacji, ktérych
dodatkowym zadaniem jest zapewnienie dobrych warunkéw osteointegracji z jednoczesng
mozliwoscia modelowania pozadanej odpowiedzi tkankowej, np. rdznicowania

mezenchymalnych komérek macierzystych [13].
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Najogdlniej, w zaleznosci od przeznaczenia danego implantu, biomateriaty mozna
sklasyfikowa¢ wzgledem rodzaju materiatu, z ktérego zostaty wykonane na:

e metalowe;

e ceramiczne;

e polimerowe;

e weglowe;

e kompozytowe [6,14].

Ze wzgledu na unikalne wtasciwosci, duzg réznorodnos¢ oraz biokompatybilnosé,
polimery znajdujg szerokie zastosowanie jako biomateriaty. Na szczegdlng uwage zastuguja
materiaty implantacyjne uzyskane metodg druku 3D z wykorzystaniem polimerow
biodegradowalnych [15]. Sposréd szeregu materiatdw polimerowych najwieksze
zainteresowanie znalazty: polilkwas mlekowy) (PLA), poli(kwas glikolowy) (PGA),
polikaprolakton (PCL), poliweglan (PC) oraz poliamidy czy kopolimer kwasu mlekowego
i glikolowego (PLGA) [15,16]. Biodegradowalnos¢ polimeru oznacza, ze zarowno on sam jak
i produkty jego degradacji nie wywotujg negatywnego dziatania na organizm ludzki [6]. Duzg
zaletg polimeréw biodegradowalnych jest brak koniecznosci usuwania ich z organizmu
ludzkiego, co niweluje potrzebe kolejnej operacji i ryzyka wystgpienia zakazenia lub innych
szkodliwych powikfan [17]. PLA, PGA oraz ich kopolimer PLGA to przyktady polimeréw
biodegradowalnych, ktdrych pierwszym przeznaczeniem w medycynie byfta produkcja
rozpuszczalnych szwéw chirurgicznych. Aktualnie mogg one stuzyé takie jako materiaty
uzywane do rekonstrukcji réznych tkanek, np. porowate rusztowania wspomagajgce
rekonstrukcje tkanki kostnej lub miekkiej [18].

Rozpowszechnienie bioceramiki w technologii biomateriatdbw w znacznym stopniu
poprawito warunki osteointegracji implantu z tkankg kostng. Bioceramika znalazta szerokie
zastosowanie w inzynierii biomedycznej ze wzgledu na swoje unikalne wtasciwosci,
np. wyrdzniajgcy sie na tle innych biomateriatow porowatos¢ [19]. W chirurgii ortopedyczne;j
szczegblne zastosowanie znalazty biomateriaty ceramiczne takie jak: korund Al,Os, tlenek
cyrkonu ZrO,, bioszkto, hydroksyapatyt (HA) czy ortofosforan(V) wapnia (TCP) [20].
Ze wzgledu na typ oddziatywania pomiedzy biomateriatem ceramicznym a organizmem

zywym, bioceramike mozna podzieli¢ na trzy grupy.
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Pierwszg stanowi tzw. bioceramika obojetna, ktdra umieszczona w organizmie zywym,
nie wchodzi z nim w reakcje lub wchodzi w minimalnym stopniu, czemu towarzyszy¢ moga
niewielkie zmiany, np. sktadu chemicznego biomateriatu [6]. Istotng zaletg materiatow
bioceramicznych obojetnych jest brak ich toksycznego oddziatywania na s$rodowisko
tkankowe organizmu. Pomimo, ze bioceramika obojetna nie wykazuje aktywnoSci
po umieszczeniu jej w Srodowisku organizmu zywego, on sam reaguje na nig poprzez
stopniowe wytwarzanie wokoét wszczepu widknistej tkanki oplatajacej implant [21].
Klasycznym przyktadem bioceramiki obojetnej jest korund, Al,Os3, ktéry znalazt zastosowanie
w procesach rekonstrukcji stawu kolanowego i biodrowego jako gtdwka naktadana na
implant metalowy [6,21]. Pomimo zalet biokorundu takich jak: inertnos¢, biozgodnosé,
stabilnos¢ chemiczna, porowatos¢ czy odpornos¢ na S$cieranie, materiat ten wykazuje
stosunkowo niskg odpornos¢ na pekanie i zginanie, co znacznie utrudnia pomysliny przebieg
jego aplikacji w Srodowisku organizmu ludzkiego, szczegdlnie w postaci dtugoterminowego
wszczepu. Z tego powodu rozpoczeto badania nad dodatkami, ktérych obecnos$é miata na
celu poprawe wtasciwosci mechanicznych biokorundu. Odkryto, ze dodatek tlenku cyrkonu,
ZrO;, poskutkowat w znacznej poprawie odpornosci na pekanie korundu, czynigc
bioceramike cyrkonowg drugim gtéwnym filarem bioceramiki obojetnej [22,23].

Brak wifasciwosci wspomagajacych procesy osteointegracji wykazywany przez
bioceramike obojetng skutkowat w poszukiwaniu biomateriatéw stwarzajgcych lepsze
warunki proceséw zespolenia implantu z tkanka kostng. Badania te doprowadzity do
odkrycia ogromnej grupy materiatdw ceramicznych wykazujgcych wifasciwosci czesciowej
resorpcji w srodowisku tkankowym. Biomateriaty tego typu zawierajg w swoim skfadzie
pierwiastki lub zwigzki zdolne do wytwarzania potgczen pomiedzy biomateriatem
ceramicznym a dedykowang tkanka, anastepnie sg one resorbowane w tkance [6].
Najwazniejszym i najlepiej poznanym biomateriatem ceramicznym tej grupy z punktu
widzenia duzej liczby badan naukowych oraz zastosowan jest hydroksyapatyt (HA),
Ca10(P04)6(OH)2. Hydroksyapatyt jest naturalnie wystepujacym sktadnikiem nieorganicznym
budujacym tkanke kostng, ktérego gidwng rolg jest zapewnienie tkance twardej
odpowiedniej wytrzymatosci mechanicznej. Biomateriaty ceramiczne hydroksyapatytowe
cechujag sie wysokim stopniem biozgodnosci z tkankg kostng ze wzgledu na zblizony sktad

chemiczny [24]. Parametrem w duzej mierze wptywajacym na stopien biokompatybilnosci
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tkanki twardej i wszczepu ceramicznego jest stosunek atomowy Ca/P, ktory
w stechiometrycznym hydroksyapatycie wynosi 1,67. Aktualnie znane i najbardziej
powszechnie wykorzystywane metody syntezy hydroksyapatytu pozwalajg uzyskaé
biomateriat o stosunku Ca/P pomiedzy 0,5 a 2,0, natomiast najlepszymi wtasciwosciami
osteoindukcyjnymi charakteryzujg sie syntetyczne hydroksyapatyty o stosunku Ca/P
mozliwie jak najbardziej zblizonym do wartosci 1,67 [25]. Sposrdd innych resorbowalnych
biomateriatdw ceramicznych wykazujgcych wtasciwosci wspomagajgce potgczenie implantu
z tkankg twardg zastosowanie znalazty takze fosforany(V) wapnia typu a-Caz(POas): (a-TCP)
oraz B-Cas(PQa)2 (B-TCP), ktérych stosunek atomowy Ca/P wynosi 1,5 [22].

Trzecig grupe bioceramiki stanowig materiaty, ktore sg reaktywne po wprowadzeniu
do srodowiska tkankowego lub srodowiska ptyndéw ustrojowych organizmu zywego. S3g to
tzw. biomateriaty ceramiczne o kontrolowanej reaktywnosci w tkankach, a ich znanym
przedstawicielem sg bioszkfa. Bioszkto umieszczone w s$rodowisku tkankowym ulega
hydrolizie, a produkty tego rozktadu wspomagajg tworzenie oraz wzrost nowej tkanki kostnej
[21]. Osteoindukcja wywofana przez hydrolize bioszkiet jest uwarunkowana ich sktadem
chemicznym. Najogdlniej, bioszkta sktadajg sie z Na,O, CaO oraz SiO,. Bioszkto natychmiast
po implantacji ulega hydrolizie, ktérej rezultatem jest m.in. wymywanie jonéw wapnia
ze struktury wszczepu oraz uwalnianie krzemionki, co przyczynia sie do powstania na
powierzchni implantu swoistej struktury apatytowej — poczatkowo poprzez utworzenie
cienkiej krzemionkowej warstwy, na ktérej nastepnie osadzane sg czgsteczki apatytu [21,26].
Struktura ta wykazuje podobienistwo do tkanki kostnej, dzieki czemu nowo tworzgca sie kos¢
moze wrasta¢ w strukture wszczepu, co skutkuje utworzeniem silnego potgczenia typu
implant-ko$¢é [21]. Projektowanie bioszkiet o pozadanej reaktywnosci wymaga precyzyjnego

doboru stezenia poszczegdlnych sktadowych, co ilustruje rys. 1.
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CaO . Na,O
% Na,0
Rysunek 1. Uktad potréjny Na,O-CaO-SiO,. Symbole A-D symbolizujg obszary réznej reaktywnosci
bioszkiet w organizmie. A — prawidtowa reaktywnos¢; B — zbyt niska reaktywnos¢; C — zbyt wysoka

reaktywnosc¢; D — brak integracji bioszkta (zaadaptowano z [26])

Grupg biomateriatéw o zupetnie innych wiasciwosciach niz biomateriaty polimerowe czy
ceramiczne sg biomateriaty metalowe. Ich bardzo dobre wtasciwosci mechaniczne pozwalaja
na dtugoterminowe stosowanie implantu w organizmie ludzkim, a w konsekwencji trwate
zastgpienie uszkodzonej tkanki kostnej implantem wykonanym z metalu badZ jego stopu.
Najczesciej wykorzystywanymi biomateriatami metalowymi s3: stal 316 L, tytan oraz jego
stopy, a takze stopy kobaltu oraz chromu [27]. Biomateriaty metalowe z powodzeniem s3
wykorzystywane w produkcji implantéw ze wzgledu na dobrg wytrzymatos¢ mechaniczng,
odpornos¢ zmeczeniowq oraz korozyjng w srodowisku tkankowym. Stanowig okoto 70-80%
ogolnej ilosci stosowanych implantéw i sg wykorzystywane w produkcji implantéw
ortopedycznych, m.in. protez stawu kolanowego, stawu biodrowego, ptytek oraz srub
kostnych, drutéw do stabilizacji ztaman, ale takze w produkcji implantéw dentystycznych,
sercowo-naczyniowych, np. sztucznej zastawki serca oraz stentow naczyniowych [27,28].
Ponadto biomateriaty metalowe sg wykorzystywane zardwno przy produkcji implantow
krotkotrwatych jak i dtugoterminowych. Przyktadem materiatdbw mogacych pozostaé
w organizmie zywym maksymalnie do 2 lat sg stopy z pamiecig ksztattu, np. stop NiTi,
tzw. nitinol, ktdry znalazt zastosowanie m.in. jako tuleje dystansowe do kregostupa czy prety

Harringtona stosowane w leczeniu skoliozy. Innym przedstawicielem biomateriatow
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metalowych krotkotrwatych sg stale austenityczne, w tym najbardziej popularna stal 316L,
czesto wykorzystywana w procesach stabilizacji tkanki kostnej po przebytym urazie [21].
Poszukiwania biomateriatbw o wysokiej odpornosci korozyjnej doprowadzity
do opracowania implantéw wykonanych ze stopdw na osnowie kobaltu, ktérych czas
bezpiecznego uzytkowania wynosi maksymalnie 15 lat. Jednakze grupe o najbardziej
unikalnych wtasciwosciach mechanicznych z jednoczesng dobrg odpornoscig korozyjna
i mozliwoscig przebywania w organizmie ludzkim nawet ponad 25 lat stanowig materiaty

wykonane z tytanu oraz jego stopdw.

1.2. Biomaterialy tytanowe

Tytan oraz stopy tytanu znajdujg szerokie zastosowanie w inzynierii biomedycznej
od lat’60 XX wieku. Powszechna aplikacja biomateriatéw tytanowych jako materiatow
implantacyjnych uzasadniona jest faktem, iz tytan wyrdznia sie na tle innych biomateriatéw
metalowych wysokg biozgodnoscia, brakiem negatywnego oddziatywania na organizm ludzki
nawet w przypadku dtugoterminowego przebywania implantu w srodowisku tkankowym,
a takze bardzo dobrg odpornoscia korozyjng w sSrodowisku ptyndéw ustrojowych [29].
W porédwnaniu do biomateriatéw wytworzonych ze stali 316 L, tytanowe implanty
charakteryzujg sie takze nizszym modutem sprezystosci (modutem Younga), ktérego wartosc
miesci sie w zakresie 55-110 GPa, podczas gdy dla stali 316 L wynosi on 200-210 GPa [29].
Obnizenie wartosci modutu Younga jest kluczowym aspektem odpowiedniego doboru
materiatu implantacyjnego ze wzgledu na stosunkowo niskg warto$¢ modutu sprezystosci
kosci wynoszgcg 15-30 GPa [30]. Zbyt wysoka warto$é modutu Younga wptywa niekorzystnie
na proces osteointegracji, poniewaz zwieksza ryzyko przecigzenia i zniszczenia implantu
na skutek zaburzenia naturalnego rozktadu naprezen wystepujacych w tkance kostnej [31].
Skuteczng bariere chronigcg tytan przed korozjg w srodowisku ptyndéw ustrojowych
cztowieka bogatym w jony chlorkowe stanowi jego zdolno$é do pasywacji oraz repasywacji.
W wyniku tych samorzutnych proceséw na powierzchni tytanu utworzona zostaje cienka
warstwa tlenku tytanu(IV) [32]. Zakres, w ktérym tytan ulega pasywacji jest stosunkowo

szeroki, co potwierdza wykres Pourbaix przedstawiony na rys. 2.
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Rysunek 2. Diagram Pourbaix tytanu (zaadaptowano z [33])

Dobra biokompatybilno$¢ i biozgodnos¢ materiatéw tytanowych jest zapewniona poprzez
stabilno$¢ chemiczng oraz mechaniczng powierzchniowej warstwy TiO2 [34]. Powstafa na
powierzchni tytanu wskutek pasywacji warstwa tlenkowa skfada sie gtoéwnie z TiO,. Tlenek
tytanu(lV) wystepuje w trzech odmianach krystalograficznych: jako anataz, rutyl lub brukit
[35]. Rutyl oraz anataz to najczesciej wystepujgce odmiany polimorficzne TiO;
charakteryzujgce sie strukturg tetragonalng, podczas gdy rzadko wystepujgcy brukit

wyrdznia sie strukturg rombowa (rys. 3) [36].

18



Rysunek 3. Struktura tetragonalna rutylu (a), anatazu (b) oraz struktura rombowa brukitu (c)

(zaadaptowano z [36])

Z punktu widzenia wykorzystania materiatu w inzynierii biomedycznej, jedng z wiekszych
zalet anatazu jest udowodniona utatwiona adsorpcja na jego powierzchni grup OH" oraz
PO,*, ktérych obecno$é wspomaga osadzanie zwigzkédw wapnia oraz fosforu [37]. Rutyl
natomiast jest réwniez rozwazany jako bardzo dobry materiat implantacyjny, poniewaz
parametry jego sieci krystalicznej stwarzaja lepsze warunki do  krystalizacji
hydroksyapatytu [38].

Aktualnie powszechnie stosowanymi biomateriatami tytanowymi sg: komercyjnie czysty
tytan (CpTi) oraz stop tytanu z glinem i wanadem Ti-6Al-4V [34]. Cho¢ wyrdzni¢ mozna
kilkadziesigt klas gatunkowych CpTi, Amerykanskie Stowarzyszenie Badan i Materiatow
(ASTM, ang. American Society for Testing and Materials) dopuszcza do praktyki
implantacyjnej klasy 1-5, sposréd ktdrych klasy 1-4 stanowig gatunki tytanu niestopowego,
natomiast klase 5 charakteryzuje gatunek stopowy, wspomniany juz Ti-6Al-4V [39].
W tabeli 1 przedstawiono rdznice w sktadzie chemicznym pomiedzy poszczegdlnymi klasami

tytanu medycznego [40].
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Tabela 1. Sktad chemiczny oraz modut sprezystosci klas gatunkowych tytanu medycznego [40]

granica
numer klasy
0] Fe H C N Al \ Ti plastycznosci,
gatunkowej
MPa
1 0,18 0,20 0,015 0,08 0,03 - - 170
2 0,25 0,30 0,015 0,08 0,03 - - © 275
3 0,35 0,30 0,015 0,08 0,03 - - 5 380
4 0,40 0,50 0,015 0,08 0,05 - - 483
5 0,13 0,25 0,012 0,08 0,05 5,565 3,5-45 795

Chociaz stop tytanu Ti-6Al-4V wykazuje wiekszg wytrzymatos¢ mechaniczng niz CpTi, zawiera
on w swoim sktadzie glin oraz wanad — pierwiastki, ktére wykazujg toksyczne oddziatywanie
na organizm ludzki. Diugotrwata aplikacja implantu w srodowisku tkankowym prowadzi do
korozji, ktéra zachodzgc nawet w minimalnym stopniu, prowadzi do uwolnienia z
powierzchni implantu reaktywnych jonéw. W wyniku tych proceséw do $rodowiska ptynow
ustrojowych moze przedostac sie tlenek wanadu(V), charakteryzujacy sie bardzo dobrg
rozpuszczalnoscig we wspomnianym sSrodowisku. Wykazuje on wtasciwosci toksyczne oraz
kancerogenne [41]. Obecnos¢ glinu réwniez stanowi zagrozenie dla zdrowia organizmu
ludzkiego, poniewaz jego jony majg tendencje do gromadzenia sie w poszczegdlnych
partiach moézgu, prowadzac do szeregu schorzen, m.in.: osteomalacji i epilepsji, a takze

choroby Alzheimera [42,43].

Bezwanadowe stopy tytanu

Zagrozenia zwigzane z kancerogennoscig oraz toksycznoscig produktéw korozji wanadu
sg przyczyng prowadzenia badan nad bezwanadowymi stopami tytanu o relatywnie niskim
module Younga. Przyktadami stopdéw tytanu o interesujgcym sktadzie i potencjalnie szerokim
wachlarzu zastosowan sg stopy tytanu z molibdenem Ti-Mo, m.in. Ti-15Mo [44]. Stop
Ti-15Mo stanowi B-jednofazowy stop tytanu, ktérego struktura jest stabilizowana poprzez
dodatek molibdenu bedacy jednoczesnie pierwiastkiem stopowym o znacznie nizszej
toksycznosci niz wanad czy glin [45,46]. Ponadto udowodniono, ze warto$s¢ modutu Younga

oraz twardos¢ stopow tytanu z molibdenem s3 bezposrednio uzaleznione od ilosci
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znajdujgcego sie w nim molibdenu [47], co stwarza mozliwos¢ projektowania stopow typu
Ti-Mo o zmiennej wartosci modutu Younga [48]. Przeprowadzono badania dowodzace,
ze dodatek molibdenu skutkuje w podwyzszeniu twardosci stopu Ti-Mo, obnizeniu jego
modutu sprezystosci, a takze podwyzszeniu odpornosci korozyjnej. Stezenie molibdenu
diametralnie wptywa takze na ostateczny sktad fazowy powstatego stopu Ti-Mo.
Przyktadowo stopy Ti-3,2Mo oraz Ti-8Mo skfadajg sie jedynie z faz a i B oraz cechuja
sie nizszym modutem Younga niz stopy Ti-4,5Mo, Ti-6Mo czy Ti-7Mo, w przypadku ktdrych
zaobserwowaé mozna powstanie dodatkowej fazy w - niepozadanej ze wzgledu na jej wptyw
na utrate plastycznosci materiatu oraz nadanie mu wiekszej kruchosci. W celu uzyskania
jednofazowego stopu B cechujacego sie stosunkowo niskim modutem Younga oraz dobrg
odpornoscig korozyjng (badane medium: ptyn Ringera), molibden musi zosta¢ wprowadzony
w skfad stopu w przynajmniej 15%, co rozpowszechnito badania nad stopem Ti-15Mo
[49-51]. Wyniki przeprowadzonych badan wskazujg, ze stopy typu Ti-Mo wykazujg dobrg
cytokompatybilno$¢ oraz biokompatybilnos¢ z jednoczesnie zachowang dobrg odpornoscia
korozyjng, stanowigc interesujagce biomateriaty mogace znalez¢ zastosowanie w chirurgii
ortopedycznej [52].

Nastepnym bezwanadowym stopem tytanu o sktadzie zastugujgcym na szczegdlng uwage
jest stop typu Ti-Nb-Zr, np. Ti-13Nb-13Zr. Duzg zaletg sktadu chemicznego tego stopu jest
fakt, ze zaréwno niob jak i cyrkon nie wykazujg toksycznosci, wspomagajgc tym samym
biokompatybilnos¢ materiatu i tkanki kostnej. Innym waznym aspektem jest relatywnie
wysoka wzajemna rozpuszczalno$é wspomnianych trzech pierwiastkéw stopowych [53].
Analogicznie do przypadku poprzednika, stopu Ti-15Mo, stop Ti-13Nb-13Zr wykazuje dobra
odpornos¢ na korozje, réwniez w srodowisku chlorkowym, co spowodowane jest
powstawaniem na jego powierzchni pasywnej warstwy tlenkowe] sktadajgcej sie z tlenkow
tytanu (Ti2O3 oraz TiO3), a takze tlenkow dodatkdw stopowych, np. Nb2Os [54,55]. Tak jak
w przypadku pozostatych materiatéw stopowych z udziatem tytanu, powstajgca na ich
powierzchni warstwa pasywna charakteryzuje sie podwdjng budowga. Dzieki wystepujacej
cienkiej i zwartej pierwszej wewnetrznej warstwie, materiat jest chroniony przed postepem
korozji. Natomiast druga, bardziej zewnetrzna warstwa, cechuje sie porowatg strukturg,
ktéra wspomaga nastepcze procesy osteointegracji biomateriatu z tkankg kostng poprzez

utatwienie adsorpcji czasteczek wody oraz jonéw z Srodowiska tkankowego na powierzchni
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implantu [54]. Dodatek cyrkonu nie wptywa na stabilizacje fazy B, jednak zapewnia lepszg
odpornos$¢ korozyjng oraz biokompatybilno$¢ stopu dzieki obecnosci cyrkonu [56,57].
Wystepujacy w sktadzie niob odpowiada za stabilizacje fazy B oraz obnizenie wartosci
modutu Younga do wartosci ok. 60-90 GPa [58,59].

Innym stopem tytanu zawierajgcym w swoim sktadzie niob jest stop typu Ti-6Al-7Nb.
Prace nad tym materiatem przeprowadzane byty na przetomie lat ‘70 oraz ‘80 XX wieku
i doprowadzity do wprowadzenia stopu Ti-6Al-7Nb na rynek biomateriatéw pod nazwg
handlowg Protasul 100 [60]. Jest on stosowany m.in. w produkcji protez biodrowych [61].
Wykazuje wiasciwosci zblizone do wfasciwosci powszechnie stosowanego stopu Ti-6Al-4V
z tg rdéznicy, ze cytotoksyczny wanad zostat zastgpiony niobem, nadajgc mu znacznie lepsze
wiasciwosci biozgodne. Obecno$¢ niobu skutkuje réwniez zwiekszeniem odpornosci
korozyjnej stopu poprzez utworzenie zwartej warstwy tlenkéw niobu na drodze pasywacji
powierzchni stopu [62]. Stop Ti-6Al-7Nb cechuje sie zblizonymi wfasciwosciami
mechanicznymi do stopu Ti-6Al-4V, w tym zblizong warto$cig modutu Younga, ktéry dla
stopu z niobem wynosi 105 GPa, a dla stopu Ti-6Al-4V 110 GPa [63].

W ostatnich latach wzrosto takze zainteresowanie stopem tytanu powszechnie
nazywanym ,gummetalem” o ogélnym sktadzie Ti-Nb-Zr-Ta, np. Ti-36Nb-2Ta-3Zr-0,30.
Gummetal zostat zaprojektowany i stworzony przez firme Toyota. Nalezy on réwniez do B-
fazowych stopow tytanu, a sposrdd innych stopdw tytanu wyrdznia go wyjatkowo niski
modut sprezystosci, mieszczacy sie w zakresie od 40 do 80 GPa przy jednoczesnym
zachowaniu dobrej biokompatybilnosci, cytozgodnosci i odpornosci korozyjnej, a takze
odpowiednich wtfasciwosci mechanicznych w  kontekécie zastosowan w inzynierii
biomedycznej [64,65]. Jego niski modut Younga i brak toksycznych pierwiastkdw w sktadzie
to jedne z wiekszych zalet tego biomateriatu, natomiast do tej pory na jego temat
opublikowano niewiele badan i stanowi on jeden z prekursorbw w dziedzinie

bezwanadowych B-fazowych stopdw tytanu o relatywnie niskim module Younga [65].

1.3. Czynniki wptywajace na bioaktywnos¢ implantéw tytanowych

Wszczepienie implantu chirurgicznego w strukture tkanki kostnej stanowi rodzaj
bezposredniej ingerencji w organizm ludzki. Jak kazdy zabieg chirurgiczny, implantacja

rowniez niesie ze sobg szereg wymagan stawianych biomateriatowi majgcych na celu
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zapewni¢ dobre warunki integracji obcego materiatu implantacyjnego z tkankg twarda.
Wspomniany w poprzednim rozdziale tytan jest uwazany za materiat inertny dla sSrodowiska
ludzkiego organizmu. Choé¢ obojetnos¢ chemiczna tytanu generuje liczne zalety jego
uzytkowania (brak negatywnej reakcji organizmu), nie zapewnia ona dobrego i stabilnego
pofaczenia typu implant-ko$¢. Materiat bioaktywny powinien nie tylko nie oddziatywac
w sposéb negatywny na organizm cztowieka, ale takze indukowaé pozytywne reakcje
przyspieszajgce prawidtowy wzrost i rozwdj nowopowstajgcej tkanki kostnej [66].
Rozwazajgc prawidtowosé procesu zespolenia tkanki kostnej z powierzchnig wprowadzanego
implantu, nalezy zwrdci¢ uwage na skitad chemiczny kosci. Zwigzkiem naturalnie
wystepujgcym w  kosci oraz decydujagcym o jej wihasciwosciach mechanicznych
i wytrzymatosci jest hydroksyapatyt (HA) — fosforan wapnia o wzorze Caio(POa)s(OH)2 [67].
Ze wzgledu na relacje pomiedzy sktadem chemicznym tkanki twardej a wystepujacym w niej
hydroksyapatytem, jego obecnos¢ w biomateriatach jest wysoce pozgdana. Na ocene
biokompatybilnosci danego biomateriatu duzy wptyw ma stosunek atomowy Ca/P, ktéry
w naturalnym hydroksyapatycie wynosi 1,67. Syntetyczny hydroksyapatyt charakteryzuje sie
stosunkiem atomowym Ca/P w zakresie od 0,5 do 2,0 w zaleznosci od wyboru metody jego
otrzymywania. Wtasciwosci bioaktywne oraz osteoindukcyjne wspomagajgce utworzenie
oraz proliferacje nowej tkanki kostnej s w znacznym stopniu zalezne od obecnosci zwigzkéw
wapnia i fosforu (w szczegdlnosci hydroksyapatytu) w strukturze biomateriatu [22,68].
Wynika to z roli, jakg pierwiastki te petniag w procesie budowy tkanki kostnej. Dowiedziono,
ze zaréwno wapn jak i fosfor wspomagajg proces adsorpcji komédrek kosciotwdrczych,
regeneracji tkanki kostnej, a takze réznicowania sie komdrek macierzystych w osteoblasty
[69-71].

Prawidtowy proces osteointegracji jest uwarunkowany wieloma czynnikami, ale
na szczegbdlng uwage zastuguje poczatkowy etap integracji implant-kos¢, ktérym jest
przytgczenie do powierzchni implantu czasteczek wody utatwiajgcych adhezje protein,
a nastepnie komorek zywych oraz krystalizacje hydroksyapatytu. Pomysine formowanie
krysztatéw hydroksyapatytowych jest zwigzane 1z rodzajem tadunku obecnego
na powierzchni implantu. Ujemnie natadowane grupy hydroksylowe OH™ powodujg
przycigganie i chemisorpcje dodatnio natadowanych kationéw wapnia. Nastepnie, jony

Ca?* utatwiajg przytaczenie do powierzchni biomateriatu anionéw fosforanowych,
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co ostatecznie skutkuje krystalizacjg hydroksyapatytu [68]. Wynika stad, ze charakter
hydrofilowy powierzchni implantu jest szczegdlnie istotny dla pomysinego postepu procesu
osteointegracji, w tym migracji oraz adhezji biatek i komodrek kosciotwdrczych
do powierzchni biomateriatu, a takze ich proliferacji i wzrostu nowoutworzonej tkanki
twardej [72].

OdpowiedZz komoérkowa oraz tkankowa organizmu na obecnos¢ implantu jest takze
uzalezniona od chropowatosci jego powierzchni. Znanych jest kilka podstawowych
parametréw  stuzagcych do  pomiaru chropowatosci powierzchni, ale jednym
z najpowszechniej wykorzystywanych jest $rednie arytmetyczne odchylenie profilu od linii
sredniej (Ra). Dowiedziono, ze powierzchnia biomateriatu o wartosci R. mieszczacej sie
w zakresie od 1,0 um do 1,5 um wykazuje preferencyjng chropowatosé dla zapewnienia
dobrego potgczenia na granicy tkanka kostna-implant. Dodatkowym potwierdzeniem
pozytywnego wptywu zwiekszonej chropowatosci powierzchni implantu na procesy
osteointegracji byty wyniki przeprowadzonych badad klinicznych [73]. Zwiekszona
chropowatos¢ implantu wptywa na poprawe przyczepnosci makroczgsteczek do powierzchni
biomateriatu oraz kosci, czego rezultatem jest zwiekszona odpornos¢ na sciskanie oraz
naprezenia. Wzrost chropowatosci powierzchni odzwierciedla sie rdwniez w podwyzszeniu
energii powierzchniowej, ktéra zapewnia bardziej stabilng biointegracje komérek zywych
organizmu z powierzchnig implantu niz w przypadku adhezji do powierzchni gtadkiej, czego
rezultatem jest szybszy proces osteointegracji oraz jego lepsze warunki [74]. Zwiekszona
energia powierzchniowa biomateriatu umozliwia adhezje wiekszej ilosci komodrek

kosciotwdrczych, a takze skraca jej czas [75].
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1.4. Plazmowe utlenianie elektrochemiczne (PEO) jako skuteczna metoda

funkcjonalizacji powierzchni stopéw tytanu

Biokompatybilnos¢ oraz cytozgodnosé biomateriatu implantacyjnego jest zalezna
od mnogosci czynnikdow, posréd ktérych wymienié mozna strukture, topografie i sktad
chemiczny warstwy wierzchniej implantu, a takze jej porowatosé¢, chropowatos¢, zwilzalnosé
oraz odpornos$¢ na korozje w Srodowisku tkankowym bogatym w chlorki. Cechy powierzchni
materiatu tytanowego moga by¢ modyfikowane szeregiem réznych metod funkcjonalizacji
powierzchni majgcych na celu poprawe warunkéw osteointegracji implantu z tkanka kostna.
Do metod tych nalezg m.in.: napylanie plazmowe, implantacja jonowa, nanoszenie powtok
typu zol-zel oraz metody elektrochemiczne majgce na celu wytworzenie na powierzchni
materiatu funkcjonalnej powtoki [34]. Technikg umozliwiajagcg utworzenie na powierzchni
implantu warstwy tlenkowej o zwiekszonej porowatosci i odpornosci korozyjnej jest
plazmowe utlenianie elektrochemiczne (PEO) [38].

Plazmowe utlenianie elektrochemiczne to szczegdlny przypadek utleniania anodowego,
podczas ktérego stosowane jest napiecie wyzsze od napiecia przebicia warstwy
dielektrycznej, wskutek czego na powierzchni utlenianego materiatu powstaje porowata
warstwa tlenkowa wzbogacona o zwigzki pierwiastkdw znajdujgcych sie w elektrolicie [76].
Najogdlniej przebieg procesu PEO mozna scharakteryzowaé w trzech etapach,

co przedstawiono narys. 4 [77].
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Rysunek 4. Wykres obrazujgcy zaleznos$¢ wzrostu napiecia w funkcji czasu oraz szczegdlne

momenty plazmowego utleniania elektrochemicznego (zaadaptowano z [79])

Pierwszy etap obrazuje konwencjonalne utlenianie anodowe tytanu, ktére zachodzi przed
osiggnieciem napiecia przebicia warstwy dielektrycznej oraz przed wystgpieniem
na powierzchni utlenianego materiatu wytadowan iskrowych. W tym etapie zaobserwowaé
mozna liniowy wzrost napiecia podczas procesu. Wraz z postepem PEO na powierzchni
utlenianego tytanu powstaje warstwa tlenkowa sktadajgca sie gtéwnie z TiO;
o wtasciwosciach dielektrycznych. Wozrastajgca grubos¢ warstwy tlenkowej skutkuje
zwiekszeniem jej oporu elektrycznego. Na powierzchni obu elektrod wydzielane
sg pecherzyki gazowe dodatkowo podnoszgce opdr, co wraz z dielektrycznym charakterem
warstwy tlenkowej skutkuje w dalej wzrastajgcym napieciu postepujacym az do osiggniecia
tzw. napiecia przebicia warstwy dielektrycznej. Po jego osiggnieciu (etap Il) nastepuje
przebicie objawiajgce sie licznymi mikrowytadowaniami elektrycznymi, a wydzielajgce sie
pecherzyki gazu w poblizu powierzchni elektrod pozwalajg na utworzenie
wysokotemperaturowej plazmy. Cho¢ temperatura spowodowana mikrowytadowaniami
moze siega¢ kilkunastu tysiecy kelwindw, czas ich trwania jest bardzo krotki, wiec
powierzchnia utlenianego materiatu jest na biezgco schtadzana roztworem elektrolitu.

Powstajace silne pole elektryczne umozliwia wbudowywanie pierwiastkéw znajdujgcych sie
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w elektrolicie w strukture powstajgcej warstwy tlenkowej. Ostatecznie, uktad osigga napiecie
krytyczne i potencjat stabilizuje sie. Jednoczesnie jony Ti*" uwalniajg sie do elektrolitu
na skutek roztwarzania tytanu, co jednak zachodzi w bardzo niewielkim stopniu [76,77].
Mechanizm zachodzacych proceséw doktadniej obrazuje rys. 5 przedstawiajgcy
charakterystyke pradowo-napieciowg dwodch uktadéw, gdzie pierwszy (A) przedstawia
zmiany zachodzgce w podwodjnej warstwie elektrycznej, a drugi (B) zmiany powstate
w dielektrycznej warstwie tlenkowej. W warunkach stosunkowo niskiego napiecia
(od punktu 0 do punktéw Ui lub odpowiednio Ui) natezenie pradu rosnie proporcjonalnie
do wzrostu napiecia, jednak z dalszym jego wzrostem tendencja ta ulega zmianie. Wraz
z postepem procesu utleniania z powierzchni elektrody uwalniane sg gazowe produkty
reakcji ograniczajgce w pewnym stopniu wzrost natezenia pradu (Ui-Uz). Postepujgcy wzrost
natezenia pradu skutkuje w lokalnym wrzeniu elektrolitu i powstawaniem plazmy, ktérej
cienka warstwa przylega do powierzchni elektrody i charakteryzuje sie niskim
przewodnictwem elektrycznym, powodujac zgromadzenie wiekszosci tadunku elektrycznego
w niewielkim obszarze. Prowadzi to do powstania silnego pola elektrycznego siegajgcego do
102 V/m, co umozliwia zapoczatkowanie procesu jonizacji objawiajgcej sie pojawieniem sie
licznych iskier. Stabilizacja warstwy plazmy skutkuje w spadku natezenia pradu (Uz-Us)
i ostatecznie wytadowania jarzeniowe przechodzg w intensywne wyftadowania tukowe [78].
Zmiany zachodzgce w obrebie warstwy tlenkowej przedstawione za pomocga krzywej B sa
bardziej skomplikowane. Utworzona w pierwszej kolejnosci warstwa pasywna zaczyna sie
roztwarzac (Us). Nastepnie na skutek repasywacji (Us-Us) powstaje nowa warstwa tlenkowa
o porowatej strukturze. Jonizacja tunelowa prowadzi do osiggniecia potencjatu przebicia (Us)
warstwy tlenkowej, na powierzchni ktérej pojawiajg sie liczne, szybko poruszajgce sie iskry.
Ostatecznie dochodzi do jonizacji termicznej i pojawienia sie mikrowytadowan tukowych (Ue)
umozliwiajgcych wbudowywanie pierwiastkdw pochodzacych ze sktadnikéw elektrolitu

w strukture intensywnie tworzgcej sie warstwy tlenkowej (Us-U7) [78].
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Rysunek 5. Charakterystyka prgdowo-napieciowa przedstawiajgca zmiany zachodzgce w dwéch
uktadach: A — podwdjnej warstwie elektrycznej na powierzchni elektrody oraz B — w obrebie

powstajgcej warstwy dielektrycznej (zaadaptowano z [78])

Wraz z postepem procesu PEO czas trwania oraz intensywno$¢ mikrowytadowan rosnie, co
bezposrednio wptywa na morfologie i porowatos¢ modyfikowanej powierzchni, a takze na jej
odpornos¢ korozyjng. Istniejg dwie rézne teorie powstawania mikrowytadowan. Pierwsza
z nich zakfada, ze wytadowania sg skutkiem osiggniecia i przekroczenia potencjatu przebicia
warstwy dielektrycznej. Powstajgce mikrowytadowania prowadzg do utworzenia warstwy
tlenkowej sktadajgcej sie gtdéwnie z tytanu oraz tlenku tytanu(lV) oraz charakteryzujgcej sie
porowatg strukturg. Wytadowania natomiast mogg takze powstawac¢ w pecherzykach gazu
znajdujacych sie w mikroporach powierzchni modyfikowanego materiatu. Takie wytadowania
majg charakter wytadowan tukowych, a model ten ttumaczy wzrost warstwy tlenkowej
wzbogaconej nie tylko o tlenek tytanu(lV), ale takze o zwigzki pierwiastkéw znajdujacych sie

w kapieli [77].
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Rysunek 6. Typy wytadowan powstajgcych w trakcie procesu PEO (zaadaptowano z [79])

Bardziej szczegdtowe badania mechanizmu procesu PEO pozwolity wyrdznié trzy typy
wytadowan powstajgcych w trakcie procesu PEO (rys. 6). Wytadowania powstajgce na skutek
osiggniecia potencjatu przebicia warstwy dielektrycznej sg zobrazowane jako wytadowania
typu B. Powstajg one w silnym polu elektrycznym powodujgcym lokalne przerwanie ciggtosci
warstwy tlenkowej. Wzdtuz catej warstwy tlenkowej zachodzg reakcje z udziatem plazmy
skutkujgce w stopieniu metalu podtoza i transporcie jondw metalu do warstwy tlenkowe;j.
Sg to najsilniejsze z wymienionych typow wytadowania [79]. Wytadowania zachodzace
w pecherzykach gazéw obecnych w mikroporach powierzchni materiatu sg stabszymi
wytadowaniami typu A oraz C (rys. 6). Wytadowania typu A wystepujg w cienkiej warstwie
przy powierzchni warstwy tlenkowej, natomiast wytadowania typu C penetrujg warstwe
tlenkowg gtebiej niz wytadowania typu A. Zaréwno wytadowania typu A jak i typu C sa
wytadowaniami stosunkowo stabymi. Wszystkie trzy typy wytadowan wystepuja
rownoczesnie w catej szerokosci warstwy tlenkowej [79].

Plazmowe utlenianie elektrochemiczne pozwala na otrzymanie na powierzchni
modyfikowanego materiatu warstw tlenkowych o porowatej strukturze. Wielko$¢ oraz
rozmieszczenie porow zalezg gtdwnie od zastosowanych warunkéw pradowych. Choé
powstate pory sg rozmieszczone regularnie oraz charakteryzujg sie srednicg rzedu od kilku
do kilkunastu um, mozliwym jest takie utworzenie struktur nanoporowatych [80].
Ostatecznie uzyskana morfologia powierzchni zalezy od réznych czynnikdéw, np. napiecia oraz
gestosci pradu, sktadu elektrolitu oraz jego przewodnictwa elektrycznego, czasu trwania
procesu PEO czy temperatury kapieli. Ztozonos$¢ czynnikdéw wptywajgcych na rodzaj oraz

jako$é otrzymanych powtok pozwala na stosunkowo precyzyjng kontrole procesu oraz
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otrzymanie produktu o pozadanych cechach [77]. Plazmowe utlenianie elektrolityczne
prowadzi do powstania na powierzchni utlenianego materiatu mikro- oraz nanostruktur,
sposrod ktérych rozrézni¢ mozna kilka rodzajow ze wzgledu na mechanizm ich powstawania.
Pierwszy typ to struktury powstate na skutek oddziatywania pomiedzy utlenianym anodowo
materiatem a sktadnikami kapieli, np. nanosfery, nano- czy mikrokrysztaty znajdujace
sie wewnatrz poszczegdlnych poréw. Drugi rodzaj struktur jest generowany jako efekt
pewnych dodatkowych wydarzen (np. wyzarzania) — w ten sposdéb tworzg sie struktury
znajdujgce sie na powierzchni materiatu. Ostatni typ stanowia zwigzki wbudowane
w strukture warstwy tlenkowej i s one charakterystycznym skutkiem procesu plazmowego
utleniania elektrochemicznego [77]. Cho¢ struktury porowate to standardowy rezultat
procesu PEO, rozmiar, gestos¢ rozmieszczenia, a nawet ksztatt powstatych pordéw jest
zalezny od sktadu chemicznego elektrolitu. Przyktadowo, dodatek wodorotlenku potasu lub
sodu zwieksza znacznie przewodnictwo elektrolitu, obnizajgc tym samym jego opdr oraz
tagodzac i stabilizujgc powstate wytadowania. Uzyskane w ten sposéb warstwy tlenkowe
charakteryzuja sie stosunkowo niewiele mniejszg porowatoscig oraz porami o mniejszych
$rednicach. Jest to nastepstwem nizszej wartos$ci napiecia przebicia warstwy dielektryczne;j.
Obecnos¢ w kapieli kwasu siarkowego(VI) czy ortofosforowego(V) skutkuje w powstaniu
powierzchni o relatywnie wyzszej chropowatosci i bardziej rozwinietej powierzchni,
poniewaz utworzone pory majg mniej kulisty ksztatt i bardziej rozbudowang geometrie
[77,81]. Porowatos$¢ oraz chropowatosé warstw tlenkowych moze by¢ takze kontrolowana
poprzez dodatek surfaktantdw, np. glikolu polietylenowego. Na skutek obnizonego napiecia
powierzchniowego maleje wielkos¢ powstajgcych pecherzy gazéw na powierzchni anody
podczas procesu, co w konsekwencji prowadzi do utworzenia pordw o mniejszych
rozmiarach [82].

Powszechnie wiadomym jest, ze materiat, na powierzchni ktérego wytworzono powtoke
tlenkowa, zazwyczaj charakteryzuje sie zwiekszong odpornoscig na korozje. W przypadku
porowatych warstw mechanizm korozji jest nieco bardziej skomplikowany, poniewaz
obecnos$é poréw moze byé przyczyng utatwionego dostepu medium korozyjnego do podtoza.
W zwigzku z tym wzrost grubosci warstwy tlenkowej przyczynia sie do lepszej odpornosci
materiatu na korozje. Nalezy réwniez zwrdcié uwage na fakt, ze pomiedzy relatywnie grubg,

porowatg warstwg tlenkowg a tytanowym podtozem, znajduje sie cienka, zwarta warstwa
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tlenkowa, ktéra powstaje z poczatkiem procesu utleniania anodowego [83,84]. Jest to

zwigzane z podwdjng budowa warstwy pasywnej tworzacej sie na powierzchni tytanu

(rys. 7) [85].

(1) Tip, — Ti*" + 4e7

 tlenkowa T N
(2) Ti** + 4H,0
-> TiOZ_x(OH)ZX'l'(Z — X)Hzo

A B C D E
A granica: metal | warstwa tlenkowa
B-C warstwa niedoboru elektronow
C granica: warstwa tlenkowa | elektrolit
D gradient stezenia

D-E warstwa nadmiaru anionéw

tytan warstwa tlenkowa roztwor

(3)Ti -» Ti** + Vi +xe’  (5)Ti** - Ti%* + (z — x)e’

X
(4)Ti > Tig; + Vo +xe'  (6)Vo +Hz0 > Og + 2H

X
(7)TiOx + xH* - Ti** + EHZO + (z — x)e’
2

Rysunek 7. Schematyczne przedstawienie proceséw zachodzgcych na granicy tytan-warstwa
pasywna oraz warstwa pasywna-roztwor. Vy; — wakans tytanu, Tiy — kation tytanu normalnie

wbudowany w siec krystaliczng, Vo— wakans tlenu, Og — anion tlenu normalnie wbudowany w sie¢
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krystaliczng, Ti** - miedzyweztowy kation tytanu, z — stopien utlenienia formy jonowej, x — stopien

utlenienia wakansu (zaadaptowano z [87])

Charakterystyke powstajgcej pasywnej warstwy na powierzchni tytanu ttumaczy model
tzw. defektéw punktowych (ang. point deffective model, PDM). Zaktada on, ze defekty
struktury krystalicznej s3 tworzone na drodze powstawania wakanséw tlenowych oraz
miedzyweztowych kationdw na granicy metal-warstwa pasywna. Reakcje przedstawione
narys. 7 ttumacza sposéb, w jaki wakansy tlenowe i kationy miedzyweztowe biorg udziat
w tworzeniu struktury warstwy pasywnej. Wakansy tlenowe absorbujg swiatto widzialne
w réznych, specyficznych zakresach, stagd otrzymane powtoki tlenkowe na powierzchni
tytanu cechujg sie spektrum réznych barw, choé na ten fenomen wptyw ma réwniez grubos¢
powstajgcej powtoki tlenkowej [77,85].

Reasumujgc, warstwy tlenkowe otrzymane metodg plazmowego utleniania
elektrochemicznego charakteryzujg sie porowatg strukturg, rozwinietg powierzchnig oraz
zwiekszong odpornoscig na korozje. Duzg zaletg procesu PEO jest mozliwo$¢ relatywnie
prostego kontrolowania warunkéw procesu utleniania anodowego wraz z witasciwosciami
powstajgcych warstw. Plazmowe utlenianie elektrochemiczne jest potencjalnie atrakcyjng
metoda w kontekscie modyfikacji biomateriatéw. Charakterystyczng cechg i jedng
z wiekszych zalet procesu PEO jest zachodzgca réwnoczesnie z procesem inkorporacja
zwigzkéw znajdujacych sie w sktadzie kapieli. Zwigzki te mogg poprawia¢ bioaktywnosé
biomateriatu oraz warunki osteointegracji implantu z tkankg kostng, np. zwigzki wapnia
i fosforu [86], atakize nadawaé biomateriatom wtasciwosci  bakteriostatyczne

i/lub bakteriobdjcze, np. zwigzki cynku, miedzi oraz srebra [87].
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1.5. Zakazienia septyczne tkanki kostnej

Implantacja bedaca rodzajem operacji i zabiegu bezposrednio ingerujgcego w organizm
ludzki niesie ze sobg nieodfgczne ryzyko wywotania infekcji tkanki kostnej. Infekcja moze
mie¢ podtoze bakteryjne lub grzybiczne, prowadzace do powstania zakazenia septycznego
tkanki kostnej, a w nastepstwie do rozwoju zapalenia kosci. Jednymi z najczesciej
wystepujgcych szpitalnych patogendéw bakteryjnych wywotujgcych zapalenie tkanki kostnej
sg Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Eschierichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, natomiast szczep Candida albicans jest uwazny za potencjalnie niebezpieczny
dla ludzkiego zdrowia patogen grzybiczny [88—90].

Zapalenie tkanki kostnej objawia sie zaczerwienieniem chorej tkanki, a takze jej bélem
i obrzekiem powodujacym dyskomfort pacjenta. Dodatkowo dalszy wzrost biofilmu
bakteryjnego czy grzybicznego zaburza w znaczny sposéb aktywnos$é komérek tkanki kostnej,
osteoblastdw, ktdrych podstawowa rolg jest formowanie nowej, zdrowej tkanki twarde;j.
Prowadzi to ostatecznie do koniecznosci usuniecia implantu i przeprowadzenia zazwyczaj
dtugiej rekonwalescencji [91,92]. Leczenie septycznego zapalenia kosci jest ktopotliwe
ze wzgledu na wzrastajgcg opornosc¢ bakterii na antybiotyki, co czyni antybiotykoterapie
coraz mniej skuteczng. Przewlekte lub nieleczone zapalenie tkanki kostnej moze doprowadzi¢
do rozwoju sepsy oraz, w przypadku najbardziej niebezpiecznych powiktan, nie tylko
do niepowodzenia procesu implantacji, ale takze do zgonu pacjenta [92].

W miare postepu proliferacji komorek bakteryjnych wzrasta problematycznosé leczenia
zakazenia septycznego ze wzgledu na powstajacy z czasem biofilm oporny na dziatanie
Srodkéw bakteriobdjczych. U podstaw tworzenia biofilmu lezy zdolnos¢ komodrek
bakteryjnych do produkowania polisacharyddéw i makroczastek. Powstajgcy biofilm stanowi
swojego rodzaju nagromadzenie drobnoustrojow, ktdre sg chronione dzieki wytworzeniu
polimerowej matrycy polisacharydowej (ang. extracellular polymeric substance, EPS).
Bakterie zorganizowane w biofilmie trwale przylegaja do powierzchni implantu, a ich
usuniecie stanowi bardzo trudne zadanie. Struktura EPS nie tylko chroni mikroorganizmy
W niej zyjgce przed ogdlnoustrojowym dziataniem farmakologii, ale takze stanowi magazyn
substancji odzywczych, wspomagajac dalszy rozwdj szkodliwych komadrek bakteryjnych czy

grzybicznych [93]. Rozwdj biofilmu bakteryjnego mozna podzieli¢ na ponizsze etapy:
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e adhezja pojedynczych komérek bakteryjnych. Etap ten jest stosunkowo tatwo
odwracalny. Komérki bakteryjne wigzg sie z podtozem za pomocg stabych
oddziatywan van der Waalsa. Duzy wptyw na poczatkowa adhezje mikroorganizmow
ma chropowatos¢, topografia, a takze hydrofobowos$é powierzchni;

e nieodwracalna adhezja nastepnych komodrek mikroorganizmoéw. Rozpoczyna sie
produkcja EPS;

e dojrzewanie biofilmu. W strukturze nowego biofilmu tworzg sie mikrokolonie
bakteryjne oraz dochodzi do otoczenia ich przez EPS;

e oderwanie komodrek z biofilmu i dalsze rozprzestrzenianie w celu utworzenia nowych

kolonii bakteryjnych oraz rozwoju infekcji [94].

Staphylococcus aureus jest Gram-dodatnig bakterig stanowigcg najpowszechniej
wystepujgcy i przenoszony patogen bakteryjny w $rodowisku szpitalnym. Jest
odpowiedzialna za wywotanie takich chordb jak m.in. zapalenie kosci i szpiku, zapalenie ptuc
i wsierdzia czy ropien skory [95]. Cho¢ S. aureus w wiekszosci przypadkéw rozwija sie
w srodowisku tlenowym, istniejg takze sporadyczne incydenty wzrostu tej bakterii
w warunkach beztlenowych. S. aureus to patogen w najwiekszym stopniu wywotujgcy stany
zapalane oraz zakazenia bakteryjne u pacjentéw w szpitalach [96]. Wykazano, ze w $cianie
komodrkowej S. aureus znajdujg sie specyficzne zwigzki, adhezyny, odpowiedzialne
za potaczenie komoérek bakteryjnych z receptorami wystepujgcymi  w strukturze
osteoblastdw. Jest to tzw. proces internalizacji komorek bakteryjnych przez osteoblasty
i prowadzi on ostatecznie do apoptozy (Smierci) komorki ludzkiej. Komorki bakteryjne
uwolnione z macierzy martwych osteoblastéw mogg przenosi¢é sie na kolejne
niezainfekowane komérki kostne, rozwijajac w ten sposéb szkodliwy dla srodowiska
tkankowego bakteryjny biofilm [92]. Unieszkodliwienie dojrzatego, wielowarstwowego
biofilmu jest znacznie trudniejsze niz usmiercenie pojedynczych komodrek bakteryjnych,
poniewaz jest on bardziej odporny na dziatanie uktadu immunologicznego organizmu
gospodarza, a takze na dziatanie antybiotykdw. Ponadto komodrki bakteryjne moga
przekazywaé miedzy sobg substancje odzywcze w obrebie biofilmu, co znacznie umacnia ich
wielowarstwowg strukture [97].

Komérki bakteryjne S. aureus prowadza do zapalenia oraz zniszczenia tkanki kostnej

na drodze trzech réinych mechanizméw. Pierwszym z nich jest spowodowanie apoptozy
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i martwicy osteoblastow na skutek zainfekowania przez komaorki S. aureus. Drugi z nich
stanowi zdolno$¢ S. aureus do wytwarzania i uwalniania do macierzy kostnej cytokin oraz
chemokin. Biatka te wykazujg aktywnos¢ do osteoklastogenezy, czyli procesu powstawania
osteoklastéw skutkujgcym we wtoérnej resorpcji tkanki kostnej i, w efekcie, w jej ostabieniu
oraz zubozeniu. Trzeci z mechanizmdéw polega na indukcji osteoklastogenezy poprzez
pobudzenie wydzielania przez osteoblasty tzw. RANKL (ang. Receptor Activator for Nuclear
Factor k B Ligand), czyli innego rodzaju biatek powodujacych wytwarzanie poprzez
osteoblasty osteoklastow i resorpcje tkanki twardej. Leczenie bakteryjnego zapalenia tkanki
kostnej jest szczegdlnie trudne, poniewaz komorki bakteryjne S. aureus, ktére zainfekowaty
osteoblasty, sg nastepnie chronione przed dziataniem uktadu immunologicznego
gospodarza. Zakazenie tkanki kostnej przez bakterie grupy S. aureus stanowi szczegdlnie
powszechny i niebezpieczny przypadek zapalenia tkanki kostnej, poniewaz komérki S. aureus
oddziatujg bezposrednio na osteoblasty [92].

Cho¢ bakterie Gram-dodatnie stanowig najwiekszg grupe patogendéw prowadzgcych
do zapalenia tkanki kostnej ryzykowne dla stanu zdrowia organizmu cztowieka sg réwniez
mikroorganizmy nalezace do grupy bakterii Gram-ujemnych, np. Escherichia coli [98]. E. coli
stanowi bakterie komensalng przewodu pokarmowego cztowieka, odgrywajac wazng role
w trawieniu oligosacharydéw oraz polisacharydéw [99]. Osfabienie organizmu pacjenta,
np. podczas procesu implantacji, moze doprowadzi¢ do wystgpienia stanu zapalnego tkanki
kostnej wywofanego patogennymi szczepami E. coli oraz, w konsekwencji, do rozwoju
zapalenia kosci [100]. Zakazenie E. coli moze zosta¢ rozprowadzone krwioobiegiem do wielu
narzaddéw, powodujac niebezpieczny stan sepsy pacjenta [101].

Proliferacja mikroorganizmdéw szczepu E. coli prowadzi do powstania opornego
na dziatanie antybiotykow szkodliwego biofilmu. Ponadto wykazano, ze zakazenie E. coli
moze wspomaga¢ rozwoéj chorobotwdrczych drobnoustrojéw z grupy Candida poprzez
utatwianie wzrostu opornego biofilmu [102].

E. coli jest powszechnie znang bakterig odpowiedzialng za zakazenia uktadu moczowego.
Poprzez mozliwos¢ przenoszenia mikroorganizméw bakteryjnych krwiobiegiem, bakteria
ta w nielicznych przypadkach moze byé rowniez czynnikiem wywotujgcym zapalenie kosci

oraz szpiku [103].
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Zakazenia grzybiczne sg znacznie mniej rozpowszechnionymi patogenami wywotujgcymi
zapalenie tkanki kostnej, jednak nie sg one mniej niebezpieczne. Do jednego z czesciej
wystepujgcych patogendw grzybicznych zaliczy¢ mozna szczep Candida albicans. Grzyb ten
jest naturalnie wystepujagcym mikroorganizmem w jamie ustnej, gardle, przewodzie
pokarmowym, a takze na skérze cztowieka, stad w niesprzyjajagcych warunkach ostabienia
organizmu stosunkowo tatwo moze doprowadzi¢ do zakazenia. Stwierdzono, ze zakazenie
patogenem C. albicans znacznie wydfuza rekonwalescencje po procesie implantacji
dentystycznej, poniewaz wspomniane szkodliwe mikroorganizmy grzybiczne gromadzg sie
w bezposrednim $rodowisku wierzchotka korzenia zeba, znacznie utrudniajgc dalsza
skuteczng terapie i powodzenie procesu wszczepienia biomateriatu. Ponadto sama obecnosé
C. albicans sprawia, ze skuteczna odpowiedZz organizmu na konwencjonalne leczenie
zakazenia septycznego jest utrudniona [104,105]. Zakazenie C. albicans prowadzi do
wystgpienia choroby zwanej kandydozg, czyli oportunistyczng infekcjg btony Sluzowe;.
Czynnikami zwiekszajgcymi ryzyko zachorowania sg m.in. stany obnizonej odpornosci,
cukrzyca czy kserostomia, ale takze dtugotrwate stosowanie antybiotykéw i lekow
immunosupresyjnych oraz obecno$¢ rdéinego rodzaju protez czy implantéw zebowych.
Wsrod objawéw kandydozy wymieni¢é mozna bdl jezyka, uczucie palenia w jamie ustnej czy
zaburzone odczuwanie smakoéw [106]. Pacjenci z obnizong odpornoscig s szczegdlnie
narazeni na ryzyko rozprzestrzenienia sie kandydozy poza jame ustng i gardto. Wowczas
moze dojs¢ do zakazenia gérnego odcinka przewodu pokarmowego, co stanowi Smiertelne
zagrozenie dla zdrowia cztowieka [107]. Obecnos$¢ protezy w jamie ustnej dodatkowo
zwieksza ryzyko zakazenia Candida ze wzgledu na zmniejszony przeptyw s$liny oraz utatwiong

adhezje szkodliwych mikroorganizmdéw do powierzchni wszczepu [108].
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1.6. Metody leczenia zakazen septycznych kosci

Omowione gatunki szkodliwych mikroorganizmoéw z grup Staphylococcus, Escherichia
oraz Candida to jedynie przyktady patogendw odpowiedzialnych za powstanie stanu
zapalnego tkanki kostnej. Rozwdj stanu zapalnego prowadzi do powstania zakazenia
septycznego kosci bedacego niebezpieczng i bolesng chorobg [109]. W przypadku
wystgpienia zapalenia tkanki kostnej jako konsekwencji zabiegu wszczepiania implantu
nieskuteczne leczenie moze doprowadzi¢ nie tylko do bélu i dyskomfortu pacjenta, ale takze
do koniecznosci usuniecia implantu ze wzgledu na postepujgce procesy resorpcji
oraz degradacji tkanki kostnej [110]. Poczatek infekcji stanowi adhezja komérek
bakteryjnych lub grzybicznych do powierzchni implantu, ktéra postepujgc, prowadzi do ich
namnazania, proliferacji oraz utworzenia biofilmu szczegdlnie opornego na dziatanie
srodkéw przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybicznych. Warstwa biofilmu wykazuje takze
dziatanie niszczace biomateriat na drodze korozji mikrobiologicznej [111].

Profilaktyka zakazen okotowszczepowych stanowi kluczowa role w catosci procesu
implantacji. Zakazenia grzybiczne tkanki kostnej wystepujg znacznie rzadziej niz bakteryjne,
czesto stanowigc konsekwencje niekontrolowanego rozwoju zakazen bakteryjnych. Z tego
powodu profilaktyka zapalenia tkanki kostnej skupia sie gtdwnie na zapobieganiu
wystgpienia zakazenia bakteryjnego wywotfanego szczegdlnie przez Staphylococcus aureus,
szczep bakterii bedacy jednym z najbardziej powszechnych patogendw szpitalnych. Zaréwno
profilaktyka jak i leczenie bakteryjnego zakazenia kosci polega na podawaniu pacjentom
antybiotykédw. Konwencjonalne drogi dostarczania lekdw niosg ze sobg mnogosc
negatywnych skutkéw ubocznych, co stato sie przyczyng intensywnego rozwoju badan nad

alternatywnymi srodkami bakteriobéjczymi [112].

Antybiotykoterapia oraz problemy z nig zwiqzane

Standardowa procedura profilaktyki oraz leczenia zakazenia septycznego tkanki kostnej
obejmuje doustne podawanie antybiotykow. Ogdlnie mechanizm dziatania bakteriobdjczego
antybiotykdw oparty jest na ich zdolnosci do zniszczenia komorki bakteryjnej, czesto
na drodze przerwania integralnosci btony komérkowej [112]. Dzienna doustna dawka

antybiotyku jest stosunkowo duza. Przyktadowo osoba dorosta przyjmuje nawet 1,5 g
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amoksycyliny dziennie podczas leczenia zakazenia bakteryjnego [113]. Wielkos$¢ doustnej
dawki jest spowodowana faktem, ze znaczna czes¢ antybiotyku jest wydalana przez uktad
pokarmowy, podczas gdy jedynie niewielka jego ilos¢ jest dostarczana do miejsca objetego
infekcjg. Dodatkowo antybiotyk znajdujgcy sie w uktadzie pokarmowym jest niestabilny,
ajego wchtanianie zachodzi stosunkowo powoli [114,115]. Przyjmowanie wysokich
doustnych dawek antybiotykéw skutkuje w wystgpieniu reakcji alergicznych organizmu
ludzkiego, m.in. wysypki, uczucia swedzenia, opuchlizny jezyka, a nawet ptuc. Najbardziej
niebezpieczng reakcja alergiczng jest potencjalnie smiertelny wstrzgs anafilaktyczny [116].

Oprocz szkodliwych reakcji alergicznych, warto zwréci¢ uwage na szereg negatywnych
skutkdw ubocznych wywotywanych przez przyjmowanie duzych, doustnych dawek
antybiotykdw. Ws$rdd najbardziej destruktywnych wyrézni¢c mozina oddziatywanie
antybiotykdow na naturalng mikroflore jelitowg cztowieka. Mikrobiota organizmu cztowieka
jest zasiedlana przez komensalne bakterie w chwili narodzin i petni ona kluczowa role
w poprawnym dziataniu ukfadu odpornosciowego cztowieka [117]. Szacuje sie,
ze 70% catkowitej odpowiedzi immunologicznej ze strony organizmu ludzkiego jest scisle
zwigzane z mikroflorg jelitowg zasiedlong przez okoto 100 biliondw rdznych
mikroorganizmoéw. Przez okres catego zycia cztowieka zachodzi mnogos¢ interakcji pomiedzy
naturalng mikrobiotg a uktadem odpornosciowym [118]. Stad zubozenie mikroflory jelitowej
bezposrednio skutkuje w zaburzeniu pracy ukfadu odpornosciowego cztowieka, czynigc
organizm bardziej podatnym na wystepowanie i rozwdj réznych infekgji.

Spektrum bakteriobdjczego dziatania antybiotykdw jest szerokie i nieselektywne,
co oznacza, ze atakujg one nie tylko komorki bakteryjne szkodliwych patogendéw, ale takze
bakterii komensalnych zyjacych w uktadzie pokarmowym cztowieka. Znanych jest wiele
dowoddw na szkodliwe konsekwencje przyjmowania antybiotykdw. Odpowiednim
przyktadem jest amoksycylina, ktérej przyjmowanie i obecnos¢ zaburza prawidtowg
ekspresje gendéw w jelicie. Dodatkowo leczenie amoksycyling powoduje zmniejszenie
populacji bakterii Lactobacillus bedgcych podstawowym gatunkiem zasiedlajgcym
mikrobiote jelita. Zubozenie mikroflory w bakterie gatunku Lactobacillus skutkuje
zaburzeniami pracy jelita grubego. Innymi przyktadami destrukcyjnego dziatania
antybiotykow jest obnizenie poziomu peptydoglikandw w surowicy, ktérego przyczyng moze

by¢ przyjmowanie wankomycyny, ampicyliny, neomycyny czy metronidazolu [119]. Nawet
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krotkotrwate leczenie klindamycyng prowadzi do zubozenia 90% mikroflory jelita cienkiego
i grubego, czynigc je podatnymi na bardzo niebezpieczng bakterie Clostridium difficile
powszechnie wystepujgcg w szpitalach i moggcg wywota¢ Smiertelnie niebezpieczny stan
sepsy [120].

Antybiotykoterapia jest czestym wyborem nie tylko w leczeniu dorostych osobnikdw,
ale takze dzieci. W okresie niemowlecym mikroflora jelitowa jest szczegdlnie intensywnie
rozwijana. Przyjmowanie antybiotykdéw nie tylko silnie zaburza powstanie prawidtowej
mikorbioty, ale moze rowniez przyczynic sie do pojawienia sie alergii, w tym astmy [121].

Istotnym problemem zwigzanym z antybiotykoterapig jest jej malejgca skutecznos¢
spowodowana wzrastajgcg opornoscig bakterii na dziatanie antybiotykdéw. Fenomen ten jest
szczegolnie niebezpieczny w skali catego swiata. Jego przyczynami jest przede wszystkim
brak odpowiedzialnosci ludzkosci w kontekscie zbyt czestego stosowania antybiotykéw oraz
przyjmowania ich zbyt duzych dawek. Antybiotyki rozpowszechnione sg na catym sSwiecie
nie tylko w medycynie, ale réwniez w przemysle hodowlanym zwierzat [122,123]. Komorki
bakteryjne wypracowaty réznego rodzaju mechanizmy obronne obnizajace ich podatnosc
na dziatanie antybiotykow. Przyktadem takiego mechanizmu jest umiejetno$é wytwarzania
przez komorki bakteryjne beta-laktamaz, czyli enzymdw hydrolizujgcych antybiotyki
beta-laktamowe, np. penicyliny [124]. Takim mechanizmem charakteryzujg sie m.in. bakterie
gatunku E. coli [125]. Natomiast bakterie Gram-dodatnie, np. S. aureus, unieszkodliwiajg
dziatanie antybiotykdw poprzez mechanizm polegajgcy na mutacji specyficznych biatek
wigzacych penicyline (ang. penicillin binding proteins, PBP), czyli miejsc docelowych

podatnych na atak antybiotyku na komodrke bakteryjng [126].

Alternatywne systemy dostarczania lekow

Konwencjonalna doustna droga dostarczania leku niesie ze sobg wspomniane negatywne
skutki uboczne, dlatego prace naukowe badaczy rozszerzajg wiedze na temat alternatywnych
systemow dostarczania lekdw. Wsréd nowoczesnych rozwigzan duzg popularnos$é zdobyty
tzw. wszczepialne systemy dostarczania lekéw (ang. implantable drug delivery systems,
IDSS). Ich gtéwng zaletg jest mozliwos¢ dostarczenia okreslonej dawki leku precyzyjnie
i bezposrednio do miejsca zagrozonego infekcjg lub zainfekowanego. Dodatkowo dzieki

szerokiemu spektrum rodzajéw materiatdw — od obojetnej bioceramiki po polimery
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biodegradowalne — stosunkowo tatwym zadaniem jest zaprojektowanie wediug potrzeb
okreslonego i kontrolowanego czasu uwalniania danego leku [127].

Ogodlnie IDDS mozna podzieli¢ na systemy degradujace (w tym biodegradowalne) oraz
nieulegajgce degradacji mimo uptywu czasu. Wsréd polimeréw niedegradujacych szerokie
zastosowanie w inzynierii biomedycznej znalazty: termoplastyczny poliuretan (TPU),
elastomer silikonowy oraz kopolimer etylenu i octanu winylu (EVA). Warto zaznaczy¢,
ze polimery te wykazujg sie stosunkowo niskim modutem Younga. Do przyktadowych
biomedycznych zastosowan niedegradujgcych polimeréw zaliczyé mozna: implanty
ortopedyczne, rusztowania (skafoldy) stuzgce do regeneracji kosci oraz nerwow, implanty
podskérne, cewniki, urzadzenia wspomagajgce prace serca (pompy), wenflony
czy enkapsulacje zwigzkdéw biologicznie czynnych [127].

Na szczegdlng uwage zastugujg degradujgce systemy dostarczania lekow ze wzgledu
na mozliwos¢ uwalniania niewielkiej dawki leku w sposéb kontrolowany, co znacznie
zwieksza skuteczno$é srodka przeciwbakteryjnego oraz zmniejsza ilos¢ negatywnych efektéw
ubocznych. Od lat zastosowanie w inzynierii biomedycznej znajdujg polimery
biodegradowalne takie jak: poli(kwas mlekowy) (PLA), poli(kwas glikolowy) (PGA), kopolimer
kwasu mlekowego i glikolowego (PLGA) czy polikaprolakton (PCL) [128]. PGA byt pierwszym
polimerem biodegradowalnym zastosowanym do wytworzenia rozpuszczalnych
szwoéw [129].

Degradacja polimeréow biodegradowalnych zachodzi na drodze hydrolizy. Produkty
hydrolizy nie stanowig zagrozenia dla zdrowia organizmu ludzkiego, tzn. sg nietoksyczne.
Przyktadowo PLGA hydrolizuje z wytworzeniem kwasu mlekowego. Hydrolize polimeru
rozpoczyna etap pobierania wody przez jego czgsteczki, po ktéorym nastepuje rozerwanie
wigzan estrowych taficucha polimerowego. Degradacja postepuje w catej objetosci materiatu
polimerowego [130]. Jednoczesnie degradacja polimeru jest autokatalizowana, poniewaz
wraz z jej postepem pH ulega obnizeniu na skutek uwalniania coraz wiekszej liczby grup
karboksylowych [131].

Polimery biodegradowalne mogg stanowi¢ swoistg matryce, z ktdorej w sposdb
kontrolowany moze by¢ uwalniany antybiotyk lub  substancja zwiekszajaca
biokompatybilno$é implantu, np. hydroksyapatyt. Takie rozwigzanie niesie ze sobg szereg

zalet, sposréd ktérych wymienié mozna:
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skuteczniejszy sposdb dostarczania leku niz w przypadku metody konwencjonalnej
(doustnej) — srodek bakteriobdjczy jest skierowany bezposrednio w miejsce
zakazenia;

kontrolowany czas uwalniania leku — ilos¢ negatywnych i toksycznych skutkow
ubocznych wywotanych przyjmowaniem jednorazowo duzych dawek leku zostaje
zredukowana;

w przypadku wystgpienia niebezpiecznej reakcji alergicznej uczulajgcy srodek moze
zostac fatwiej usuniety z organizmu pacjenta niz w przypadku podania doustnego;
mniejsze dawki aktywne antybiotyku — korzystny wptyw na zjawisko wzrastajacej
opornosci bakterii na antybiotyki;

wsrdd IDDS istnieje duza réznorodnos¢ oraz wyboér materiatow;

wygoda oraz lepszy komfort pacjenta [132].
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1.7. Zwigzki srebra, miedzi icynku - wifasciwosci bakteriostatyczne oraz

bakteriobdjcze

Wspomniane mechanizmy opornosci bakterii na antybiotyki oraz negatywne skutki
uboczne przyjmowania antybiotykdw prowadzg do koniecznosci poszukiwania i opracowania
alternatywnych srodkéw antybakteryjnych. Interesujgcym kierunkiem badan staty sie zwigzki
nieorganicznego pochodzenia wykazujgce udokumentowane dziatanie bakteriostatyczne
lub przeciwbakteryjne. Wséréd nich na szczegdlng uwage zastugujg zwigzki cynku, miedzi
oraz srebra [133].

Mechanizm antybakteryjnego dziatania cynku, miedzi oraz srebra oparty jest
na wytwarzaniu tzw. reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS).
Sg to ugrupowania typu: H;0;, rodnik HO czy O; zdolne do wytworzenia tzw. stresu
oksydacyjnego wyzwalajgcego szereg niekorzystnych zjawisk w obrebie komérki bakteryjnej,
m.in.: zmniejszenia aktywnosci enzymow, uszkodzenia btony komdrkowej, DNA oraz biatek
czy indukowaniu mutacji genetycznych. Stres oksydacyjny ostatecznie prowadzi do $mierci
(apoptozy) komdrki bakteryjnej [134].

Antyseptyczne dziatanie srebra byto znane juz we wczesdniejszych latach i aktywnie
wykorzystywane w medycynie do XIX wieku. Zainteresowanie wtasciwosciami
antybakteryjnymi srebra zmalato wraz z odkryciem penicyliny. Udokumentowano skuteczne
dziatanie przeciwbakteryjne srebra zaréwno na szczepy bakterii Gram-dodatnich,
jak i Gram-ujemnych. Oprécz mechanizmu wytwarzania ROS sugeruje sie takze inne
mechanizmy pozwalajgce na skuteczne dziatanie srebra prowadzace do uszkodzenia komorki
bakteryjnej. Jeden z nich oparty jest na mozliwosci wigzania sie jondw srebra z grupami
tiolowymi powszechnie wystepujgcymi w rdoznego rodzaju biatkach. Wéwczas potaczenia
takie sg zdolne do wprowadzenia negatywnych zmian w petnionych rolach strukturalnych
i funkcjonalnych komérki bakteryjnej, prowadzac do jej rozpadu oraz apoptozy. Jony srebra
mogg rowniez wptywa¢ na strukture biatek tworzgcych btone komdrkowa bakterii,
prowadzac do utraty jej integralnosSci i zniszczenia. Dodatkowo jony srebra sg zdolne
do obnizenia skutecznosci dziatania wielu enzyméw odpowiedzialnych za oddychanie

i metabolizm komoérki bakteryjnej [135].
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Szczegdlne zainteresowanie skupia sie takze wokdt pofgczenia antybakteryjnego
dziatania srebra z unikalnymi witasciwo$ciami nanoczastek, takimi jak stosunkowo duza
powierzchnia czynna. Ze wzgledu na ich wyjatkowo mate rozmiary, nanoczastki srebra
s3 w stanie nie tylko bezposrednio wigzac¢ sie z btong komdrkowa bakterii, ale takze
z fatwoscig wnikaé w jej strukture, prowadzac ostatecznie do lizy komorki [136]. Pomimo
szeregu zalet wynikajacych z unikalnej budowy oraz wtasciwosci nanoczastek srebra,
zastosowanie ich w medycynie budzi wiele kontrowersji ze wzgledu na ryzyko ich
oddziatywania z komérkami organizmu ludzkiego. Uwaza sie, ze nanoczgstki srebra moga
prowadzi¢ do zaburzeA oddychania mitochondrialnego oraz metabolizmu komérkowego,
whnikajgc w strukture komorki na drodze dyfuzji [137]. Wzrost uzytkowania nanoczgstek
srebra w réznych gateziach przemystu doprowadzit do wzmozonego przedostawania sie ich
do srodowiska wodnego, co nastepnie staje sie przyczyng szkodliwej kumulacji nanoczastek
srebra w organizmach wodnych. Dfugoterminowe skutki zanieczyszczenia $rodowisk
wodnych przez nanoczastki srebra nie sg jeszcze znane. Ponadto udowodnione zostato
toksyczne dziatanie nanoczagstek srebra na ludzkie erytrocyty, komérki nerek i watroby,
a takze okreznicy [138].

Cho¢ srebro wykazuje silne dziatanie antyseptyczne, jego zastosowanie niesie ze sobg
pewne ryzyko cytotoksycznosci. Z tego powodu interesujgcym kierunkiem badan jest
poszukiwanie innych alternatywnych S$rodkéw przeciwbakteryjnych o mniejszej
cytotoksycznosci. Pierwiastkiem zastugujgcym na szczegdlng uwage jest miedz. Mechanizm
jej dziatania przeciwbakteryjnego jest podobny do mechanizmu dziatania srebra i réwniez
opiera sie o wytwarzanie ROS, ingerencje w DNA komorki bakteryjnej oraz, ostatecznie,
zahamowanie proliferacji komérek bakteryjnych i ich apoptoze [139]. Jednak oprécz
wiasciwosci antyseptycznych miedzi pierwiastek ten wspomaga takie rdine procesy
fizjologiczne zachodzgce w organizmie ludzkim, a jego niedobdr skutkuje w wystgpieniu
standéw chorobowych [140]. MiedZ odgrywa wazng role w procesach transkrypcji DNA, jest
takze mikroelementem warunkujgcym poprawne dziatanie wielu biatek, w tym enzymdw
[141,142]. Utrzymanie prawidtowego stezenia miedzi warunkuje prawidtowe zachodzenie
proceséw enzymatycznych metabolizmu kosci m.in. sieciowania kolagenu i elastyny,
co w znacznym stopniu wptywa na powodzenie osteointegracji. Miedz odgrywa takze wazng

role w angiogenezie, czyli procesie tworzenia sie naczyn witosowatych [143]. W odrdznieniu
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od srebra, miedz jest metabolizowana w organizmie ludzkim i nie akumuluje sie w tak duzym
stopniu jak srebro, co moze prowadzi¢ do wystgpienia srebrzycy [144].

Pierwiastkiem wykazujgcym nizszg cytotoksycznos¢ niz srebro i miedz oraz jednoczesnie
posiadajgcym wtasciwosci bakteriostatyczne jest cynk. Mechanizm przeciwbakteryjnego
dziatania cynku réwniez opiera sie na wytwarzaniu ROS i jest on szczegdlnie skuteczny wobec
szczepow bakterii Gram-dodatnich [145]. Ponadto uczestniczy w procesach metabolicznych
kosci, wptywajgc tym samym na proces osteointegracji. Obecnos¢ cynku indukuje procesy
biomineralizacji tkanki kostnej [146]. Cynk odgrywa istotng role w syntezie DNA, wptywa
na aktywnos¢ enzymatyczng oraz metabolizm kwaséw nukleinowych i prawidtowa
gospodarke hormonalng. Stwierdzono, ze podfoza wzbogacone o ten pierwiastek zapewniajg
lepsze warunki do adhezji i proliferacji komodrek, a takze poprawe witasciwosci
bakteriostatycznych wobec bakterii grupy S. aureus [111,145].

Réznorodnosé mechanizméw przeciwbakteryjnego dziatania srebra, miedzi oraz cynku
sprawia, ze mogg by¢ one uznawane za atrakcyjny kierunek rozwoju badan dotyczgcych
wykorzystania ich jako alternatywnych srodkéw bakteriostatycznych i bakteriobdjczych.
Dotej pory w literaturze pojawity sie przyktady wytwarzania powtok tlenkowych
na powierzchni materiatéw tytanowych zawierajgcych wbudowane w swojg strukture
zwigzki srebra [93,147], miedzi [148,149] i cynku [150,151] na skutek wykorzystania zrédet
(np. kapieli elektrolitycznych stosowanych w PEO) o charakterze jonowym. Wykorzystanie
nierozpuszczalnych zwigzkéw cynku, miedzi oraz srebra, np. w postaci zawiesin tlenkéw
lub fosforandw wspomnianych pierwiastkdw, stanowi ciekawy kierunek rozwoju badan
nad zastosowaniem plazmowego utleniania elektrochemicznego w celu utworzenia
funkcjonalnych i bakteriostatycznych powierzchni biomateriatéw dedykowanych tkance
twardej. Nalezy zwrdcié szczegdlng uwage na wptyw sktadu kapieli elektrolitycznej, w tym
rodzaju zastosowanych w niej dodatkéw, na intensywnos¢, a takze mechanizm wytadowan
zachodzgcych podczas procesu PEO, ktére wptywajg na réznorodnosé morfologii oraz sktadu

powstajgcych porowatych powierzchni tlenkowych [152,153].

Przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej byta funkcjonalizacja powierzchni
wybranych stopdéw tytanu w celu otrzymania warstw o wtasciwosciach bioaktywnych
i antyseptycznych. Ze wzgledu na powszechne zastosowanie tytanu i jego stopéw w inzynierii

biomedycznej oraz implantologii obie te wtasciwosci odgrywaja istotng role w prawidtowym
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funkcjonowaniu dtugoterminowego implantu dedykowanego tkance kostnej. Aktualnie
w produkcji implantéw do tkanki twardej stosowany jest tytan oraz jego stop Ti-6Al-4V,
jednak ze wzgledu na mozliwe wystgpienie toksycznego oddziatywania produktéw korozji
wanadu na organizm ludzki oraz stosunkowo wysoki modut Younga wspomnianych
materiatdow prowadzone sg badania nad bezwanadowymi stopami tytanu. Praca dotyczy
funkcjonalizacji na drodze plazmowego utleniania elektrochemicznego (PEO) stopdw:
Ti-6Al-4V, Ti-15Mo, Ti-13Nb-13Zr oraz Ti-36Nb-3Zr-2Ta.

Innym istotnym problemem zwigzanym z tolerancjg wszczepianego materiatu jest ryzyko
wystgpienia zakazenia septycznego tkanki kostnej. Obecnie w leczeniu i profilaktyce zakazen
okotowszczepowych stosuje sie antybiotyki podawane konwencjonalng drogg doustng. Takie
rozwigzanie niesie ze sobg jednak szereg niekorzysci, m.in. reakcje alergiczne, negatywne
skutki uboczne i wzrastajacg opornos¢ mikroorganizméw na dziatanie antybiotykdéw. Z tego
powodu prowadzone sg intensywne badania nad alternatywnymi srodkami bakteriobdjczymi
i grzybobdjczymi. Interesujgcym kierunkiem rozwoju technologii biomateriatéw sg implanty
tytanowe wzbogacone w swojej strukturze zaréwno w pierwiastki bioaktywne, takie jak
wapn i fosfor, jak i przeciwdrobnoustrojowe takie jak cynk, miedz czy srebro.

W niniejszej pracy w celu utworzenia wielofunkcyjnych biomateriatéw wykorzystano
proces plazmowego utleniania elektrochemicznego powierzchni wybranych stopdéw tytanu
w kapielach  zawierajgcych nierozpuszczalne zwigzki wymienionych pierwiastkéw,
a doktadniej ich tlenki oraz fosforany: Ag,0, CuO, ZnO, AgzPOa, Cu3(POa)2, Zn3(P0O4),, a takzie
Caz(P0a4),. Do tej pory w literaturze znane jest otrzymywanie na powierzchniach tytanowych
warstw tlenkowych zawierajgcych zwigzki cynku, miedzi i srebra z wykorzystaniem procesu
PEO oraz kgpielach, w ktérych zrédta wspomnianych pierwiastkdw majg charakter jonowy.
Gtéwnga innowacjg pracy byto zastosowanie niejonowych Zrédet cynku, miedzi oraz srebra.
Idea ta uzasadniona jest faktem, iz mechanizm wbudowania lub/i uwalniania danych czgstek
z warstw tlenkowych jest zalezny od struktury zwigzku pierwotnie wystepujgcego w kapieli
stuzgcej do utleniania anodowego. Réznice te mogg mieé istotny wptyw na witasciwosci

nie tylko fizykochemiczne, ale i bakteriostatyczne oraz bioaktywne utworzonych warstw.
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2. Cel pracy

Celem niniejszej pracy byto okreslenie mozliwosci wykorzystania nierozpuszczalnych
zwigzkow srebra, miedzi i cynku w procesie plazmowego utleniania elektrochemicznego
wybranych stopéw tytanu pod katem wytworzenia warstw tlenkowych o dziataniu
co najmniej bakteriostatycznym.

Zakres prac obejmowat okreslenie parametrow procesu plazmowego utleniania
elektrochemicznego pod katem uzyskania dobrej jakosci warstw tlenkowych oraz ich
charakterystyke fizykochemiczng, w tym badania:

e morfologii oraz chropowatosci powierzchni — skaningowa mikroskopia

elektronowa (SEM);

e zwilzalnosci powierzchni — pomiary kata zwilzania w warunkach dynamicznych;

e sktadu chemicznego warstw tlenkowych — spektroskopia rentgenowska z dyspersjg
energetyczng (EDX) oraz spektroskopia Ramana;

e grubosci warstw tlenkowych wraz z analizg rozmieszczenia pierwiastkow w przekroju
poprzecznym warstwy tlenkowej — skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)
oraz spektroskopia rentgenowska z dyspersjg energetyczng (EDX).

Dodatkowo przeprowadzone zostaty badania zanurzeniowe w roztworze Ringera majgce
na celu okreslenie stezenia uwalnianych jondéw pierwiastkow stopowych: tytanu oraz
molibdenu, a takze jonéw pierwiastkdw o dziataniu antyseptycznym: cynku, miedzi i srebra.
W tym celu wykorzystano technike atomowej spektrometrii emisyjnej z indukcyjnie
sprzezong plazmg (ICP-OES).

Wiasciwosci bioaktywne utworzonych warstw tlenkowych zostaty scharakteryzowane
za pomocg badan cytokompatybilnosci z wykorzystaniem komérek osteoblastopodobnych
linii MG-63, natomiast wtasciwosci antyseptyczne zostaty okreslone na drodze badan adhezji
mikroorganizmow grup: Staphylococcus aureus (ATCC 25923) oraz Escherichia coli

(ATCC 25922).
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3. Metodyka badawcza
3.1. Synteza zwigzkdw cynku, miedzi oraz srebra

Dodatkami stosowanymi do kapieli w procesie PEO byty komercyjne zakupione: tlenek
cynku, ZnO (Merck KGaA, Niemcy) oraz tlenek miedzi(ll), CuO (ChemPUR). Pozostate zwigzki
wykorzystywane w procesie: tlenek srebra(l), Ag,0; ortofosforan(V) cynku, Zn3(POa),
ortofosforan(V) miedzi(ll), Cus(POas); oraz ortofosforan(V) srebra(l), AgsPOs zostaty

otrzymane metodg strgceniowg wedtug ponizszych reakcji [154]:

2 AgNO, +2 NaOH > Ag,0 +2 NaNOj3 + H,0 (8)
3ZnS0O,4 + 2 Na3PO, > Zng(PO,), + 3Na,SO, 9)
3 CuSO, + 2 Na3PO, - Cu3(PO,), + 3 Na,SO, (10)
3 AgNO, + NasP0O, - Ag,PO, +3 NaNO; (11)

Otrzymane osady poddano 7-dniowiemu procesowi starzenia, po uptywie ktérego
przemyto je wodg destylowang, zdekantowano oraz sgczono prézniowo. Przesgczone osady

kilkunastokrotnie przeptukano wodg destylowang, a nastepnie wysuszono je do statej masy.

3.2.  Przygotowanie powierzchni stopow tytanu

Badaniom poddano prébki w postaci walcéw wysokosci 4 mm. Powierzchnie czotowe
probek stopow tytanu (BIMO Metals): Ti-6Al-4V (@ = 10 mm), Ti-15Mo (@ = 10 mm),
Ti-13Nb-13Zr (@ = 10 mm) oraz Ti-36Nb-3Zr-2Ta (@ = 6 mm) szlifowano z wykorzystaniem
papieru Sciernego SiC o gradacji kolejno: 120, 240, 320, 600 oraz 1000. Wyszlifowane prébki
odttuszczano ultradZzwiekowo w izopropanolu przez 3 minuty. Przygotowane w ten sposdb

powierzchnie poddano nastepnie procesowi plazmowego utleniania elektrochemicznego.

3.3. Plazmowe utlenianie elektrochemiczne

Probki stopdéw tytanu zostaty utlenione anodowo w kapielach bazujgcych na
0,1 M roztworze Ca(H2P02), (ChemPUR) z dodatkiem nierozpuszczalnych tlenkow
lub fosforandéw cynku, miedzi oraz srebra. Dodatkowo jeden z wariantéw kapieli PEO

zawierat w swoim sktadzie ortofosforan(V) wapnia. W pierwszej kolejnosci przeprowadzono
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badania wptywu napiecia oraz gestosci pradu na morfologie powierzchni oraz sktad
chemiczny otrzymanych warstw tlenkowych. W tym celu powierzchnie wszystkich
wybranych stopow tytanu poddano procesowi plazmowego utleniania elektrochemicznego
w kapieli sktadajacej sie z 0,1 M Ca(H2PO,), oraz dodatku Cus(POas); w stezeniu 25 g/dm3
w zakresie napiecia od 200 V do 350 V przy zastosowaniu trzech réznych gestosci pradu: 50,
100 lub 150 mA/cm?. Po wyborze optymalnego napiecia oraz gestosci pradu rozszerzono
zakres badan o plazmowe utlenianie elektrochemiczne powierzchni wybranego stopu
Ti-15Mo w kapielach zawierajgcych: ZnO, CuO, Ag>0, Zn3(P0Oa4),, AgszP0a, a takze Caz(POa4)a.
Proces PEO prowadzono przez 5 minut w elektrolizerze chtodzonym przeponowo
glikolem etylenowym (5°C) oraz wyposazonym w tytanowg katode. Elektrolit intensywnie
mieszano przy uzyciu mieszadta magnetycznego. W procesie wykorzystano zasilacz
wysokonapieciowy (Kikusui PWR 400-H). W tabeli 2 na przyktadzie stopu Ti-15Mo
przedstawiono sposéb oznaczenia prébek, ktéry jest konsekwentnie stosowany w dalszej

czesci pracy.

Tabela 2. Oznaczenie prébek

gestosé
napiecie, Ca(H2P02),, CuO, Cu3(POs4);,  Ca3(POa)y,
oznaczenie pradu,
\Y} 0,1 M g/dm3 g/dm3 g/dm3

mA/cm?
™ X X X X X X
TM-PEO Ve X X X
TM-PEO-CuOx v 10 X X
TM-PEO-CuP 300 150 v x 25 x
TM-PEO-CuP+CaP % y 10 10
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W przypadku probek pozostatych stopow zastosowano nastepujgce akronimy:

TAV Ti-6Al-4V
TNZ Ti-13Nb-13Zr
GM Ti-36Nb-3Zr-2Ta

Tlenek srebra(l) oraz tlenek cynku byty stosowane jako dodatki do kgpieli PEO réwniez

w stezeniu rownym 10 g/dm3. Stezenia dodatkdw fosforandw byty analogiczne.

3.4. Charakterystyka wtasciwosci fizykochemicznych powtok
Skaningowa mikroskopia elektronowa

Badania morfologii powierzchni zostaty przeprowadzone technikg skaningowej
mikroskopii elektronowej (Phenom ProX oraz Hitachi TM-3000) z zastosowaniem napiecia
przyspieszajgcego réwnego 15 kV. Dzieki oprogramowaniu aplikacyjnemu (Phenom ProX)
zapisano rowniez rekonstrukcje profili 3D i okreslono w ten sposéb chropowatosé
powierzchni, wyznaczajac sredni wspotczynnik chropowatosci, Ra. Dodatkowo powierzchnie
po procesie PEO poddano analizie pierwiastkowej z wykorzystaniem detektora stuzgcego do
spektroskopii rentgenowskiej z dyspersjg energetyczng (EDX). Przeprowadzono analizy
punktowe iobszarowe potwierdzajagce obecno$¢ wbudowanych w strukture warstwy

tlenkowej pierwiastkow stopowych oraz pochodzgcych z kgpieli PEO.
Badania zwilzalnosci powierzchni

Celem tego etapu byto okreslenie charakteru hydrofilowego powierzchni wybranych
stopéw tytanu oraz zbadanie wplywu rezultatéw procesu PEO na zwilzalno$é badanych
powierzchni. Stosujgc goniometr (Data Physics OCA15 EC), na powierzchnie badanych
probek stopow nanoszono krople wody destylowanej oraz symulowanego roztworu
fizjologicznego (ang. simulated body fluid, SBF) o objetosci 0,2 ul. Nastepnie wyznaczano
tzw. kat zwilzalnosci, czyli kat utworzony pomiedzy powierzchniag badanego materiatu
astyczng do powierzchni kropli stykajacej sie z powierzchnig materiatu. Wyniki

przedstawiono jako zmiane wartosci kata zwilzania w funkcji czasu.
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3.5. Przekroje poprzeczne warstw tlenkowych

W celu okreslenia grubosci warstw tlenkowych prébki zanurzono w zywicy epoksydowej
(Mecaprex 2S, Presi). Przygotowane w ten sposdb zgtady metalograficzne wyszlifowano
z uzyciem papieru Sciernego SiC o gradacji koricowej 1000. Ostatnie polerowanie
przeprowadzono z zastosowaniem zawiesiny diamentowej o wielkosci ziaren 3 um.
Powierzchnie zgtaddéw oczyszczono, osuszono i napylono ztotem (napylarka Cressington
108 Auto). Grubos¢ warstwy tlenkowej zostata odczytana z obrazéw uzyskanych metoda
skaningowej mikroskopii elektronowej z zastosowaniem napiecia przyspieszajgcego rownego
15 kV (Phenom ProX).

Dodatkowo przekroje poprzeczne warstw tlenkowych poddano analizie rozmieszczenia
pierwiastkbw w catej szerokosci warstwy. Badania te =zostaty wykonane metoda
spektroskopii rentgenowskiej z dyspersjg energetyczng dzieki detektorowi EDX
wbudowanemu w mikroskop SEM (Phenom ProX). Szczegétowo wykonano analizy

rozmieszczenia Ti oraz pierwiastkdw stopowych, a takze Ca, P, Zn, Cu i Ag.

3.6. Spektroskopia Ramana

W celu potwierdzenia obecnosci zwigzkéw cynku oraz miedzi w otrzymanych warstwach
tlenkowych wykonano pomiary metody spektroskopii Ramana przy zastosowaniu
mikroskopu ramanowskiego (inVia Renishaw). Jako detektor zastosowano kamere CCD,
a zrédfo promieniowania wzbudzajgcego stanowit laser czerwony o dfugosci $wiatta 633 nm.
Widma rejestrowano w zakresie 10-1800 cm™. Wszystkie pomiary zostaty wykonane
w geometrii rozproszenia wstecznego przy uzyciu obiektywu mikroskopu 50x z liczbowa
wartoscig apertury 0,75, co zapewnito obszar pomiaru 1 pm2 Widma rejestrowano
z rozdzielczoscig 4 cm™ i czasem naswietlania rwnym 10 s.

Probki stopu Ti-15Mo utlenionego w zawiesinach zawierajgcych zwigzki srebra zostaty
takze zbadane za pomocg spektroskopii Ramana, jednak w szerszym zakresie. Proébki
zanalizowano przy uzyciu konfokalnego mikroskopu ramanowskiego (alfa 300R WITec)
wyposazonego w chtodzony powietrzem laser pétprzewodnikowy (A = 532 nm) i detektor
CCD. Laser byt sprzezony z mikroskopem poprzez jednomodowy Swiattowdd o srednicy
50 um. Rozproszone promieniowanie byto skupiane na Swiattowodzie wielomodowym

(¢ = 50 um) i monochromatorze siatkowym 600 linii/mm. W celu zachowania optymalnych
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parametréw pomiedzy rozdzielczoscig boczng i gteboky zastosowano obiektyw Olympus
MPLAN 100x/0.9 NA [155]. Monochromator spektrometru byt kalibrowany z wykorzystaniem
linii emisyjnych lampy Ne, natomiast sygnat ptytki krzemowej (520,7 cm™) byt dostarczany do
sprawdzenia ustawienia wigzki.

Powierzchniowa mapa obrazowania ramanowskiego w kierunku X-, Y- byta zbierana
w obszarze 21 um x 11 um przy uzyciu 63 x 33 pikseli (2 079 widm) (TM-PEO-AgOx) oraz
w obszarze 28 um x 28 um przy uzyciu 86 x 86 pikseli (7 369 widm) (TM-PEO-AgP oraz
TM-PEO-AgP+CaP) przy czasie integracji 300 ms na jedno widmo i precyzji przesuwania
probki podczas pomiaréw * 0,5 um. Dodatkowo w celu zbadania gtebokos$ci porow
zastosowana zostata takie opcja skanowania gtebokosciowego. Eksperyment
przeprowadzono poprzez zebranie map profilujgcych od + 3,0 do - 3,0 um w kierunku Z.
Mapy obrazowania Ramana z profilowaniem wgtebnym zbierano w obszarze 21 um x 6 um
przy uzyciu 63 x 18 pikseli (1 134 widma) dla prébki TM-PEO-AgOx oraz w obszarze
28 um x 6 um przy uzyciu 86 x 18 pikseli (1 548 widm) w przypadku préobek TM-PEO-AgP
oraz TM-PEO-AgP+CaP przy czasie integracji 300 ms na widmo i precyzji przesuwania probki
podczas pomiardw * 0,5 um.

Wszystkie widma byty zbierane w zakresie 150 - 4000 cm™ przy mocy 10 mW na prébke
i rozdzielczoéci spektralnej 3 cm™. Obrazy ramanowskie generowane byly przy uzyciu
oprogramowania W!ITec ProjectFive Plus oraz filtru sumarycznego integrujacego
intensywno$¢ w zdefiniowanym zakresie czestotliwosci (300 - 900 cm™). Ostatecznie na
usrednionym widmie pochodzgcym z poszczegdinych prébek, przeprowadzono analize
pasmowg dopasowania z wykorzystaniem funkcji Lorentza-Gaussa przy uzyciu pakietu

oprogramowania GRAMS 9.2.

3.7. Badania zanurzeniowe w roztworze Ringera

Probki stopu Ti-15Mo po modyfikacji powierzchniowej PEO zanurzono w roztworze
Ringera na okres 24 h, 3 dni, 7 dni, 11 dni oraz 14 dni; temperatura 37°C. Po uptywie
wspomnianych okreséw czasu roztwory pobrano i zbadano w celu okreslenia stezenia
wybranych jonéw uwolnionych z powierzchni warstw tlenkowych. Oznaczono stezenie
pierwiastkdw stopowych: tytanu oraz molibdenu, a takze pierwiastkdbw o dziataniu

bakteriostatycznym: cynku, miedzi i srebra. Badania zostaty wykonane za pomocg atomowej
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spektrometrii emisyjnej z indukcyjnie sprzezong plazmg (ICP-OES) przy uzyciu spektrometru

Varian 710-ES (Santa Clara) wyposazonego w nebulizer (OneNeb). W tabeli 3 przedstawino

parametry pracy spektrometru.

Tabela 3. Parametry pracy spektrometru

parametr wartosc
moc plazmy 1,0 kW

natezenie przeptywu argonu 15 dm3/min

natezenie przeptywu gazu pomocniczego 1,5 dm3/min
ci$nienie w nebulizerze 210 kPa

szybkos¢ obrotu pompy perystaltycznej 15 obr./min

Ti Mo Zn Cu Ag
linie emisyjne 334,941 201,512 206,200 327,395 328,068
A nm 336,122 202,032 202,548 324,754
203,846

W celu wyznaczenia stezenia danego analitu zastosowano metode krzywej kalibracyjnej.
Krzywe kalibracyjne przygotowano przy uzyciu matrycy (roztwér Ringera) oraz roztworéw
wzorcowych poszczegdlnych pierwiastkow o stezeniu 1 mg/ml (Merck Millipore). Otrzymane

wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng uzyskang z szesciu réwnolegtych pomiardw.

3.8. Badania cytokompatybilnosci

Probki poddane badaniom cytokompatybilnosci wysterylizowano w autoklawie

(Bravo 21 V SciCan) pod cisnieniem 2,1 bar oraz w temperaturze 121°C. Nastepnie prébki
umieszczono w 24-dotkowej ptytce, a na powierzchnie kazdej z nich naniesiono 1 cm3
zawiesiny zawierajgcej komorki osteoblastopodobne linii MG-63 w ilosci réwnej
8,0-10° komérek. Pozywke do hodowli komdrkowej stanowito EMEM (ang. Eagle's minimum
essential medium) (ATCC) z dodatkiem 10% ptodowej surowicy bydlecej (ang. foetal bovine
serum, FBS), 1% penicyliny/streptomycyny, 0,1% aminokwaséw oraz 1% pirogronianu sodu

(PAA). Hodowle komdrkowg prowadzono przez 7 dni w 37°C w wilgotnej atmosferze 5% CO».
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Aktywnos¢ metaboliczng komdrek oceniono za pomoca testu Alamar Blue. W tym celu
do kazdej prébki (w trzykrotnym powtdrzeniu) dodano 0,1 cm3 odczynnika Alamar Blue,
a nastepnie inkubowano przez 4 h w temperaturze 37°C. Zywotno$¢ komdrek linii MG-63
okreslono na podstawie wyznaczenia stopnia redukcji Alamar Blue, ktéry zmierzono
fluorescencyjnie (dtugos¢ fali wzbudzenia = 530 nm, dtugos¢ fali emisji = 590 nm; FLUOstar

Omega, BMG Labtech) oraz wyznaczono, korzystajac z réwnania:

% redukcji Alamar Blue = S100%52'(15;;?:_?;”“0'3 -100% (12)
gdzie:
Sx fluorescencja prébek
Gkontrola fluorescencja pozywki bez komérek linii MG-63
§100% redukji fluorescencja odczynnika Alamar Blue zredukowanego w 100%

Wyniki przedstawiono jako srednia arytmetyczna trzech niezaleznych powtdrzen.

3.9. Badania adhezji mikroorganizmow

Wiasciwosci antybakteryjne i przeciwgrzybiczne otrzymanych warstw tlenkowych
okre$lono w badaniach adhezji bakterii szczepdw Staphylococcus aureus ATCC 25923 oraz
Escherichia coli ATCC 25922. Hodowle szczepdw bakteryjnych S. aureus oraz E. coli
prowadzono przez 18 h w temperaturze 37°C w 15 cm?® pozywki TSB (Bacto™ Tryptic Soy
Broth, Becton Dickinson).

Badane prébki w trzykrotnym powtdrzeniu autoklawizowano w 121°C pod cisnieniem
2,1 bar (Bravo 21V, SiCan). Po sterylizacji prébki umieszczono w 24-dotkowej ptytce
do hodowli tkankowych, a na powierzchnie kazdej prébki naniesiono 1 cm3 zawiesiny TSB
zawierajacej kolejno S. aureus lub E. coli w stezeniu ~1,5-10% CFU/cm3. Dokfadne stezenie
zawiesiny bakteryjnej uzyskano za pomocg pomiaru gestosci optycznej (densytometr
Grant-DEN-1). Prébki z zawiesing zawierajgcg mikroorganizmy inkubowano przez 4 h
w temperaturze 37°C. Po uptywie tego czasu badane powierzchnie delikatnie optukano
sterylng wodg destylowang, aby do dalszych badan wykorzysta¢ jedynie kolonie bakterii,
ktére skutecznie ulegty adhezji do powierzchni prébek. Po wyptukaniu prébki umieszczono w
nowej 24-dotkowej ptytce do hodowli tkankowej. Za pomocg 1 cm? sterylnej wody

destylowanej pobrano mikroorganizmy przyczepione do badanych powierzchni
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i przeniesiono je do roztworu. Nastepnie 100 pul roztworu z pobranymi bakteriami
przyczepionymi do powierzchni rozprowadzono na ptytkach agarowych za pomocg
sterylnych gtaszczek. Zebrany roztwdr rozprowadzono na ptytkach agarowych w szesciu
réznych stezeniach. Oprécz 100 ul roztworu pobranego bezposrednio z badanej powierzchni
na ptytkach agarowych rozprowadzono takze nastepujgce stezenia: 1-10%, 1-102, 1-1073,
1-10% 1-10° i 1-10°®. Serie rozciericzerr przygotowano poprzez zmieszanie 100 pl roztworu
zawierajgcego mikroorganizmy z 900 ul sterylizowanego roztworu 0,9% NaCl. Po
24 godzinach inkubacji ptytek agarowych w 37°C zliczono kolonie Staphylococcus aureus

ATCC 25923 i Escherichia coli ATCC 25922 (licznik kolonii bakterii, Chemland).
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4. Wyniki badan i ich omdwienie

4.1. Dobér optymalnego napiecia oraz gestosci pradu podczas PEO wybranych

stopow tytanu

Badania rozpoczeto od okreslenia wptywu poszczegdlnych parametrow procesu PEO na
morfologie i chropowatosci , a takze sktad chemiczny powierzchni czterech stopdw tytanu:
Ti-6Al-4V, Ti-15Mo, Ti-13Nb-13Zr oraz Ti-36Nb-3Zr-2Ta. Zastosowano nastepujgce zakresy

zmiany parametréw w procesie PEO:

e gestos$é pradu: 50, 100 i 150 mA/cm?;
e napiecie: 200, 250, 300i 350 V.

Obrazy przedstawiajgce morfologie powierzchni badanych powtok tlenkowych
przedstawiono na rys. 8-11. Jako kagpiel przeznaczong do utleniania anodowego czterech
stopéw tytanu w wybranych warunkach pragdowych wybrano zawiesine skfadajgca sie
zroztworu bazowego 0,1 M Ca(H.PO;). oraz dodatku nierozpuszczalnego Cus(POa)2
o stezeniu 25 g/dm? (kapiel ,CuP”). Wybér ten byt podyktowany dwoma czynnikami. Po
pierwsze zdecydowano sie wybraé zawiesine o najwiekszym stezeniu nierozpuszczalnego
osadu fosforanéw ze wzgledu na ewentualne problemy i przeszkody mogace wystgpic
podczas plazmowego utleniania elektrochemicznego powierzchni stopu tytanu w kapieli
o wysokim stezeniu czgstek zawieszonych, jak przyktadowo negatywny wptyw wzrastajgcej
ilosci nierozpuszczalnych czgstek Cus(POa)2 na przewodnos¢ elektryczng kapieli. Sposréd
mozliwosci wyboru fosforanu(V) cynku, miedzi(ll) oraz srebra(l) zdecydowano sie na
Cu3(POa4)2 jako dodatek pozwalajgcy porownaé¢ miedzy sobg uzyskane powierzchnie ze
wzgledu na jednoczesnie dobre witasciwosci bakteriobdjcze jak i cytokompatybilne miedzi.
Atrakcyjno$é zwigzkéw miedzi taczgca obie te cechy potwierdzona zostata kolejnymi

badaniami przedstawionymi w dalszej czesci niniejszej pracy.
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Na rys. 8-11 przedstawiono tendencje, z jaka ulegata zmianie morfologia powierzchni
poszczegdlnych stopdw Ti wraz ze zmiang przytozonego napiecia lub zastosowanej gestosci
pragdu podczas procesu PEO. Na rys. 8 przedstawiono zmiany zachodzgce na powierzchni
stopu Ti-6Al-4V, rys. 9 — Ti-15Mo, rys. 10 — Ti-13Nb-13Zr, natomiast na rys. 11 - Ti-36Nb-3Zr-
2Ta.
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Rysunek 8. Obrazy SEM stopu TAV utlenionego plazmowo w kapieli CuP w zakresie napiecia:
200V (Aoraz A’), 250V (B oraz B’), 300 V (C oraz C') i 350 V (D oraz D’). Wszystkie wymienione prébki

stopu TAV poddane byty dziataniu pradu o gestosci 150 mA/cm?
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Rysunek 9. Obrazy SEM stopu TM utlenionego plazmowo w kapieli CuP w zakresie napiecia:
200V (AorazA’), 250V (B oraz B’), 300 V (C oraz C’) i 350 V (D oraz D’). Wszystkie wymienione prébki

stopu TM poddane byty dziataniu pradu o gestosci 50 mA/cm?
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Rysunek 10. Obrazy SEM stopu TNZ utlenionego plazmowo w kapieli CuP w zakresie napiecia:
200V (AorazA’), 250V (B oraz B’), 300 V (C oraz C’) i 350 V (D oraz D’). Wszystkie wymienione prébki

stopu TNZ poddane byty dziataniu pradu o gestosci 150 mA/cm?
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Rysunek 11. Obrazy SEM stopu GM utlenionego plazmowo w kapieli CuP w zakresie napiecia:
200V (AorazA’), 250V (B oraz B’), 300 V (Coraz C') i 350 V (D oraz D’). Wszystkie wymienione prébki

stopu GM poddane byty dziataniu pradu o gesto$ci 100 mA/cm?
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Ze wzgledu na znaczng ilos¢ uzyskanych wynikéw, przedstawiono jedynie
reprezentatywne obrazy SEM. Zaobserwowano zmiane stopnia porowatosci, a takze
regularnosci rozmieszczenia porow w zaleznosci od zmieniajgcego sie napiecia. Wraz ze
wzrostem napiecia zaréwno ilos¢, jak i wielkos¢ poréw, znacznie zwiekszajg sie. Poréwnujac
obrazy SEM otrzymane dla powierzchni GM wida¢, ze powierzchnia utleniona anodowo przy
napieciu 200-250 V charakteryzuje sie niewielkg, cho¢ wzrastajacg porowatoscia. Probka
GM-300-100 cechuje sie rdwnomierng porowatoscig, podczas gdy powierzchnia probki
GM-350-100 (rys. 11 D’) jest juz spekana. W przypadku morfologii powierzchni stopu TM
i TNZ dodatkowo mozna zauwazy¢, ze pory sg przerosniete na skutek zbyt gwattownego
narastania powstajgcej warstwy tlenkowej. Niektére z nich na drodze zbyt intensywnego
procesu utleniania anodowego sg zamkniete, co skutkuje w ostatecznie mniej rozwinietej
powierzchni niz w przypadku regularnie porowatej powierzchni powtoki uzyskanej przy
utlenianiu anodowym z zastosowaniem napiecia 300 V. Regularna porowato$¢, rozwinieta
powierzchnia oraz zwiekszona chropowatos$¢ powierzchni implantu ma bardzo duzy wptyw
na zwiekszenie prawdopodobiedstwa pomysinego przebiegu procesu osteointegracji.
Dodatkowo napiecie wyzsze niz 300 V czesto skutkowato w uzyskaniu powierzchni
spekanych, co jest niedopuszczalne.

Aby dobra¢ optymalne warunki prgdowe procesu PEO zbadano jakosciowo i potilosciowo
sktad chemiczny uzyskanych powtok tlenkowych za pomocg spektroskopii rentgenowskiej
z dyspersjg energii (EDX). Najwazniejszym kryterium byto okreslenie stosunkéw atomowych:
Ca/Ti, P/Ti oraz Ca/P, poniewaz stopierht wbudowania pierwiastkéw bioaktywnych byt jednym
z gtdwnych zadan procesu PEO. Analize EDX pod katem obecnosci wapnia i fosforu, a takze
pierwiastkdw stopowych oraz tlenu i miedzi przeprowadzono dla wszystkich badanych
stopéw tytanu. Okreslono wptyw napiecia oraz anodowej gestosci prgdowej na sktad
chemiczny uzyskanych powtok tlenkowych. Zgodnie z przewidywaniami stopiert wbudowania
wapnia ifosforu wzrastat razem z rosngcym napieciem oraz anodowg gestoscig pradu.
W przypadku miedzi najwiekszy stopien inkorporacji jej zwigzkdw w powtoki uzyskano na
drodze anodowego utleniania powierzchni stopdw tytanu w warunkach 300 V i 150 mA/cm?,
stagd te warunki pragdowe zostaty wybrane jako najbardziej korzystne oraz optymalne do

dalszych badan oméwionych w kolejnych podrozdziatach.
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W tabeli 4 przedstawiono stosunki atomowe wybranych pierwiastkow stopowych oraz
pochodzacych z kapieli do utleniania na przyktadzie wynikéw uzyskanych dla stopu Ti-6Al-4V.
Potwierdzono korzystny wptyw wzrastajgcego napiecia oraz anodowej gestosci pradu na
ilos¢ wbudowywanego pierwiastka. Zwigzane jest to bezposrednio z rosnacg energiag
wytadowan powstajgcych w warstwie plazmy otaczajgcej utleniang anodowo powierzchnie.
Wieksza energia wytadowan prowadzita do wiekszej ilosci i intensywnosci wytadowan,

a w konsekwencji do bardziej intensywnej jonizacji pierwiastkdw zawartych w kapieli.
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Tabela 4. Wptyw napiecia oraz anodowej gestosci pradu (i; = 50 mA/cm?, i, = 100 mA/cm? oraz i3 = 150 mA/cm?) na stosunki atomowe pierwiastkéw

stopowych oraz wapnia i fosforu pochodzacych z kapieli zastosowanej podczas procesu PEO na przyktadzie prébek stopu Ti-6Al-4V

O/Ti Al/Ti V/Ti
i iz is i1 iz is i1 iz is
200V 2,3 2,8 2,9 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,1
250V 3,5 3,2 3,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
300V 3,8 4,6 4,3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,1
350V 4,9 4,8 4,5 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0
Ca/Ti P/Ti Ca/P
i iz is iz iz is iz iz is
200V - - - 0,1 0,1 0,1 - - -
250V 0,0 0,0 0,0 0,3 0,3 0,3 0,0 0,0 0,1
300V 0,1 0,1 0,1 0,5 0,5 0,5 0,1 0,1 0,2
350V 0,1 0,2 0,2 0,6 0,6 0,6 0,2 0,3 0,3
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Obecnos¢ Cu zostata potwierdzona dopiero w przypadku prébek utlenianych anodowo
przy minimum 250/300 V. W tym przypadku réwniez wyzsza gesto$¢ pradu gwarantowata
wiekszy stopien wbudowania sie czastek zwigzkéw miedzi w powierzchnie stopu tytanu.
Nalezy natomiast wzig¢ pod uwage takze morfologie powstatych powierzchni. Pomimo, ze
warunki pragdowe 350 V i 150 mA/cm? zapewniaty stosunek Ca/P najwyzszy i najblizszy
stosunkowi Ca/P wystepujgcemu w hydroksyapatycie, tj. 1,67, powierzchnie utleniane
anodowo w takich warunkach pradowych byly mocno spekane. Spekania, przeros$niete lub
zarosniete pory majg bezposredni wptyw na obnizong odpornos¢ korozyjng materiatu czy tez
jego biointegralnos¢, a takze wtasciwosci mechaniczne. Stad do dalszych badan wybrano
najbardziej optymalne warunki prgdowe, jakimi byto napiecie 300 V oraz gestos¢ pradu
150 mA/cm?. Wybdr stopu Ti-15Mo jako reprezentatywnego do bardziej szczegétowych
badan fizykochemicznych, a takze mikrobiologicznych, zostat podyktowany jego unikalnymi
wtasciwosciami, m.in. brakiem wanadu i glinu w sktadzie, modutem Younga nizszym niz
w przypadku Ti czy stopu Ti-6Al-4V, a takze obecnoscig w sktadzie molibdenu pozytywnie
sprzyjajacego integracji tkanki kostnej z powierzchnig implantu [38].

Dodatkowo przeprowadzono badania chropowatosci otrzymanych powierzchni warstw
tlenkowych. W tym celu wykonano rekonstrukcje profili 3D za pomocag skaningowego
mikroskopu elektronowego wyposazonego w specjalnie przystosowany do tego celu
detektor. Podobnie jak w przypadku omawianych obrazéw SEM 2D, tutaj rowniez na rys. 12
przedstawiono reprezentacyjnie przyktad profili 3D uzyskanych dla stopu gummetal
anodowo utlenionego z zastosowaniem gestos$ci pradu 150 mA/cm? oraz napiecia: 200 V,

250V, 300Vi350V.
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Rysunek 12. Profile 3D GM od 200 do 350 V, 150 mA. Pole widzenia: 268.50 um

W tabeli 5 przedstawiono wartosci sredniego wspotczynnika chropowatos$ci Ra oraz
najwiekszego odchylenia od profilu $redniej Rz dla czterech zbadanych stopdéw tytanu.
Znaczacy wptyw na zmiane chropowatosci powierzchni zaobserwowano w przypadku zmiany
zastosowanego napiecia, stagd w tabeli uwzgledniono jedng docelowo wybrang anodowa

gestosé pradu 150 mA/cm?.
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Tabela 5. Wptyw napiecia na zmiane Ra oraz Rz w przypadku prébek wszystkich badanych stopow

tytanu utlenionych anodowo z zastosowaniem gestosci pradu 150 mA/cm?

Vv Ra, nm SD Rz, um SD Ra, nm SD Rz, um SD
Ti-6Al-4V Ti-36Nb-3Zr-2Ta

200 529,0 30,4 3,09 0,32 533,8 75,9 3,62 0,51

250 543,0 68,9 3,30 0,46 518,3 39,5 2,99 0,48

300 1295,0 71,4 6,06 0,73 1030,0 16,3 5,26 0,46

350 1418,2 89,3 6,75 0,81 1056,5 87,8 5,25 0,55
Ti-15Mo Ti-13Nb-13Zr

200 397,3 62,6 2,23 0,48 334,0 21,2 2,47 0,72

250 518,3 39,5 2,99 0,48 524,8 36,8 3,37 0,60

300 827,3 193,9 3,99 0,60 739,5 20,0 3,71 0,08

350 1001,3 187,4 4,88 0,94 959,7 30,5 4,66 0,60

Analizujgc powyzsze wyniki badan mozna zauwazyé, ze wzrost zastosowanego napiecia

skutkuje we wzroscie chropowatosci utlenianej anodowo powierzchni. Wigze sie to z faktem,

iz wyzsze parametry pragdowe powodujg bardziej intensywny przebieg reakcji podczas PEO,

aco jest tego konsekwencjg, wieksze zmiany w chropowatosci powierzchni powstatej

warstwy tlenkowej czy wczedniej wspomnianej porowatosci.
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4.2. Charakterystyka fizykochemiczna warstw tlenkowych utworzonych na

powierzchni stopu Ti-15Mo
Morfologia powierzchni

Jak nadmieniono we wczesniejszym podrozdziale pracy, do dalszych badan wybrano stop
Ti-15Mo poddawany procesowi PEO z zastosowaniem napiecia 300 V oraz anodowej gestosci
pradu 150 mA/cm?. Na rys. 13 przedstawiono obrazy SEM powierzchni otrzymanych
w wyniku anodowego utleniania stopu Ti-15Mo w kapielach zawierajgcych zwigzki cynku,
miedzi lub srebra. Za pomocg badan SEM okreslono takze chropowatos¢ otrzymanych
powtok, jednak wyniki parametréw Ra oraz Rz w przypadku powierzchni poddanych
anodowemu utlenianiu w kapielach zawierajgcych zwigzki cynku oraz srebra byly
analogiczne jak w przypadku tych przedstawionych w poprzednim rozdziale

(TM-300-150-CuP).
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Rysunek 13. Obrazy SEM 2D stopu Ti-15Mo poddanego procesowi PEO (300 V, 150 mA/cm?)

w kapielach zawierajgcych zwigzki cynku, miedzi lub srebra

Obrazy SEM przedstawione na powyzszym rys. 13 dowodzg, ze rezultatem procesu PEO
byto powstanie porowatych warstw tlenkowych na powierzchni modyfikowanych stopow
tytanu. Poréwnujgc wszystkie obrazy SEM zauwazyé mozna, ze obecno$é wtracen
na badanych powierzchniach jest widoczna szczegdlnie w przypadku prébek utlenianych
anodowo w kapielach zawierajacych zwiazki srebra, jednakie inkluzja czastek zaréwno
srebra, jak i cynku oraz miedzi zostata potwierdzona za pomocg badain EDX oraz

spektroskopii Ramana, ktérych wyniki przedstawiono w dalszej czesci pracy.
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Uzyskane powierzchnie nie byly spekane ani uszkodzone, a kazda prdébka
charakteryzowata sie porowatg strukturg skutkujgcg w znaczgco bardziej rozwinietej
i chropowatej powierzchni. Porowatos¢ otrzymanych warstw tlenkowych stanowi naturalny
efekt naprzemiennych proceséw topnienia i krystalizacji zachodzgcych podczas gwattownego
procesu PEO [156,157]. Proces PEO jako wysokonapieciowa obrdbka powierzchniowa
prowadzi do wystepowania silnego pola elektrycznego i wytadowan w obszarze powstawania
plazmy na powierzchni materiatu poddanego tej obrébce. Zjawiska te skutkujg formowaniem
porowatej struktury wzbogaconej w zwigzki pochodzace z kapieli, ktére sg topione podczas
obrébki PEO jako skutek dziatania wysokotemperaturowej plazmy. Szybkie i czeste zmiany
warunkéw utleniania na powierzchni poddanej obrdbce prowadzg do naprzemiennych
proceséw formowania i topnienia warstwy tlenkowej, podczas ktérych zachodzi lokalna
jonizacja, topnienie i inkluzja zwigzkéw z kapieli do warstwy tlenkowej [156,158].

Rozmiar i liczba utworzonych poréw na zmodyfikowanej powierzchni, a takze ich otwarta
lub zamknieta struktura, zalezg od rodzaju i sktadu chemicznego zastosowanej kapieli
podczas procesu PEO oraz jej przewodnictwa elektrycznego. Rozmiar zawieszonych w kapieli
PEO czastek istotnie wptywa na ich ostateczny rozktad w porowatej warstwie
tlenkowej [157]. Zaréwno zwiekszona porowatos¢ jak i rozwinieta powierzchnia
sg znaczacymi czynnikami ufatwiajgcymi docelowg integracje powierzchni implantu z tkanka
kostng, co jest spowodowane charakterystyka, strukturg i budowa kosci, stad waznym jest

zapewnienie mozliwie jak najbardziej odpowiednich i zblizonych parametréw biomateriatu.

Zwilzalnos¢ powierzchni

Ze wzgledu na istotng role, jakg odgrywa zwilzalnos¢ powierzchni w procesie integracji
Swiezo wszczepionego implantu z tkankg kostng, przeprowadzono pomiary kata zwilzania
zmodyfikowanych powierzchni stopu Ti-15Mo. W tym celu za pomocg goniometru okreslono
zmiane wodnego kata zwilzania w funkcji czasu.

Wykres na rys. 14 przedstawia wyniki otrzymane dla prdébek odniesienia,
tzn. wyszlifowanej i oczyszczonej powierzchni stopu Ti-15Mo, a takze utlenionej powierzchni
TM-PEO, po czym poréwnane zostaty wyniki prébek odniesienia z wynikami otrzymanymi dla

probek utlenionych w zawiesinach zwigzkéow cynku (rys. 15), miedzi (rys. 16) oraz srebra
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(rys. 17). Na podstawie tej analizy okreslono wptyw dodatku tlenkow i fosforanow cynku,

miedzi oraz srebra na charakter hydrofilowy powierzchni stopu tytanu.

=——TM
= TM-PEO
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80 :'
704
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czas, min
Rysunek 14. Zmiana wodnego kata zwilzania w czasie dla prébek odniesienia TM oraz TM-PEO

Analizujac rys. 14, mozna zaobserwowaé, ze plazmowe utlenianie elektrochemiczne
skutkuje w obnizeniu kata zwilzalnosci badanej powierzchni, a co za tym jednoczesnie idzie,
zwiekszeniem jej charakteru hydrofilowego. Przyczyng tego jest m.in. zmieniona morfologia
powierzchni, ktéra w rezultacie PEO staje sie porowata. Krople cieczy tatwiej penetrujg taka
powierzchnie, wnikajgc w pory o rdznej gtebokosci. Dodatkowo obecnos$é w strukturze
utlenionej powierzchni stopu grup fosforanowych typu H,PO4™ czy HPO4? takze zwieksza jej
zwilzalnos¢, poniewaz ugrupowania te wspomagajg adsorpcje grup hydroksylowych
OH- [159].

Na rys. 15-17 zilustrowano wartosci wodnego kata zwilzania zbadane w przypadku
powierzchni utlenianych w zawiesinach zawierajgcych zwigzki antybakteryjnych cynku,
miedzi oraz srebra. W ponizszej tabeli 6 przedstawiono zgromadzone wyniki poczagtkowego

kata zwilzania oraz catkowitego czasu rozptywu kropli wszystkich badanych powierzchni.
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Rysunek 15. Zmiana kata zwilzania TM-PEO-ZnOx, TM-PEO-ZnP oraz TM-PEO-ZnP+CaP
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Rysunek 16. Zmiana kata zwilzania TM-PEO-CuOx, TM-PEO-CuP oraz TM-PEO-CuP+CaP

w funkcji czasu
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Rysunek 17. Zmiana kata zwilzania TM-PEO-AgOx, TM-PEO-AgP oraz TM-PEO-AgP+CaP

w funkcji czasu

Tabela 6. Poczgtkowy kat zwilzania oraz catkowity czas rozptywu kropli badanych powierzchni

wartos¢ poczatkowego catkowity czas
préobka
kata zwilzania, ° rozptywu kropli, s

™ 81,61 669
TM-PEO 50,20 187
TM-PEO-ZnOx 68,04 205
TM-PEO-ZnP 37,18 141
TM-PEO-ZnP+CaP 45,24 189
TM-PEO-CuOx 33,60 330
TM-PEO-CuP 28,04 198
TM-PEO-CuP+CaP 29,96 246
TM-PEO-AgOx 33,84 201
TM-PEO-AgP 28,89 234
TM-PEO-AgP+CaP 19,64 146

Obecnos¢ fosforandw cynku, miedzi i srebra dodatkowo obniza warto$s¢ wodnego kata
zwilzania, co zgadza sie z wczes$niejszymi rozwazaniami na temat wptywu obecnosci grup

fosforanowych w strukturze warstwy tlenkowej na zwilzalnos¢ powierzchni stopu.
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Interesujacy jest fakt, ze obecnos¢ ZnO, CuO czy Ag,0 réwniez korzystnie wptywa na
charaktery hydrofilowy powierzchni, cho¢ w nieco mniejszym stopniu niz dodatek
fosforanow tych pierwiastkow. Pomimo braku obecnosci dodatkowych grup fosforanowych
pochodzacych z Zn3(POas)2, Cuz(POa4)2 czy AgsPOa4, w strukturze powstatej warstwy tlenkowe;j
obecne sg jony Zn?*, Cu?* czy Ag'. Kationy te mogag pozytywnie wptywaé na wzrost
zwilzalnosci powierzchni dzieki przycigganiu przez nie ujemnie natadowanych grup
hydroksylowych OH". Ponadto analizujgc powyzej przedstawione obrazy SEM, zauwazyé
mozna, ze dodatek zwigzkéw cynku, miedzi czy srebra skutkowat w jeszcze wiekszym
rozwinieciu powierzchni oraz wzroscie jej ztozonosci i chropowatosci. Taka powierzchnia
w poréwnaniu z powierzchnig wyszlifowanga i gtadka réwniez wykazuje zwiekszong tendencje
do adsorbowania czasteczek wody. Moze by¢ to takze wyttumaczeniem, dlaczego
powierzchnie zawierajace zwigzki srebra charakteryzuja sie najnizszym
(TM-PEO-AgP+CaP — 19,64°) katem zwilzania w zestawieniu z powierzchniami zawierajgcymi
cynk czy miedz, w przypadku ktdrych zaobserwowano mniejsze wtrgcenia na powierzchni
stopu, a jednoczesnie mniej rozwinietg powierzchnie.

Zwilzalnos¢ biomateriatéw stanowi bardzo istotng wifasciwosé ich powierzchni
w przypadku poczatkowych etapow osteointegracji implantu z tkankg kostng, poniewaz
wptywa ona stymulujgco na migracje oraz adhezje biatek i komérek kostnych, zapewniajgc
w ten sposob prawidtowq proliferacje komérek. W rezultacie utworzone zostajg silniejsze
wigzania pomiedzy powierzchnig implantu a tkankg kostng [38,160]. Dzieje sie tak ze
wzgledu na zwigzek pomiedzy dobrg zwilzalnoscig powierzchni implantu a krystalizacjg na
niej hydroksyapatytu. Wyzsza hydrofilowo$¢ powierzchni biomateriatu zwigzana jest
z obecnoscig na niej ujemnie natadowanych grup hydroksylowych OH-, ktére przyciggaja
dodatnio natadowane kationy wapnia Ca?* znajdujgce sie w strukturze krysztatow
hydroksyapatytu Caio(POa)s(OH)2, promujgc w ten sposdb tworzenie krysztatow fosforanu

wapnia i utatwiajgc posrednio osteointegracje i zwiekszajac biozgodno$é implantu [68].
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4.3. Przekroje poprzeczne warstw tlenkowych

Na rys. 17-19 przedstawiono przekroje poprzeczne warstw tlenkowych utworzonych
wskutek plazmowego utleniania elektrochemicznego powierzchni stopu Ti-15Mo
w kapielach zawierajgcych zwigzki cynku, miedzi lub srebra. Na podstawie uzyskanych
obrazéw SEM mozna stwierdzi¢, ze grubos¢ utworzonych powtok tlenkowych silnie zalezata
od rodzaju dodatku uzytego w kapieli do utleniania anodowego. W przypadku prdébek stopu
Ti-15Mo utlenionych anodowo w zawiesinach zawierajgcych zwigzki cynku otrzymano
najgrubsze warstwy tlenkowe siegajgce wartosci kilkunastu pum, podczas gdy zastosowanie
zwigzkéw miedzi poskutkowato w uformowaniu sie ciefdszych warstw tlenkowych o grubosci
nieprzekraczajgcej 10 pum. Najciensze warstwy zaobserwowano w przypadku prébek
zmodyfikowanych zwigzkami srebra, gdzie jedynie lokalnie pojawiaty sie niewielkie
fragmenty warstw o grubosci okoto 10 um. Pozostate partie powtok tlenkowych siegaty
szerokosci kilku um.

Réznice w zmierzonej grubosci warstw tlenkowych moga byé spowodowane inng
charakterystyka zastosowanych dodatkéw do zawiesin. Cho¢ wszystkie zastosowane proszki
charakteryzuja sie znikomg rozpuszczalnoscia w wodzie, podczas prowadzenia procesu PEO
zauwazy¢ mozna bylto, ze zatozone napiecie 300 V zdecydowanie najszybciej osiggano
w przypadku utleniania anodowego stopu Ti-15Mo w zawiesinach zawierajgcych tlenek
cynku czy ortofosforan(V) cynku. Proces zachodzit réwniez znacznie tagodniej niz
w pozostatych przypadkach, co pozwalato na stopniowy wzrost formowanej powtoki
tlenkowej. Bez watpienia najbardziej agresywny przebieg miat proces PEO w kagpielach
zawierajgcych zwiazki srebra. Po osiggnieciu docelowego napiecia 300 V, natezenie pradu
wcigz pozostawato na stosunkowo wysokim poziomie, powyzej 20-30 mA, co wskazuje na
znacznie mniejszg szczelno$¢ warstwy zaporowej. Odzwierciedlenie tego widaé¢ takze
w przekrojach poprzecznych, gdzie warstwy tlenkowe prébek zmodyfikowanych zwigzkami
cynku lub miedzi s3 w swojej budowie porowate, ciggte i dobrze przylegajace do podtoza
stopu, a ich grubos$é jest podobna w catym przekroju warstwy. Natomiast w przypadku
warstw  tlenkowych utworzonych na powierzchni probek  TM-PEO-AgOx,
TM-PEO-AgP czy TM-PEO-AgP+CaP, grubos¢ warstwy majg bardziej nieregularng budowe.

Dodatkowo na rys. 19 zauwazy¢ mozna, ze w miejscu utworzenia relatywnie duzego poru
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(TM-PEO-AgOx) wystepuje jednoczesnie spekanie na powierzchni otaczajgcej go warstwy
tlenkowej. Niewielkie uszkodzenia warstwy sg widoczne takze na powierzchni porowatej
warstwy tlenkowej prdobki TM-PEO-AgP+CaP, ktéra charakteryzuje sie rdwniez znacznie
gorszg ciggtoscig przylegania do podtoza stopu. Warto zauwazyé réwniez, ze na grubos¢
powstatych powtok tlenkowych znaczgco wptywa takze sktad atmosfery plazmy w kanatach
mikrowytadowan: zaréwno rodzaj jak i stezenie powstajgcego gazu, co takze rdznicuje

omawiane przypadki.

TM-PEO-ZnOx

Rysunek 17. Obrazy SEM przekrojéw poprzecznych warstw tlenkowych utworzonych na
powierzchni prébek stopu Ti-15Mo utlenionych plazmowo w zawiesinach zawierajgcych zwigzki

cynku z zastosowaniem napiecia 300 V oraz gestosci pradu 150 mA/cm?
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Rysunek 18. Obrazy SEM przekrojéw poprzecznych warstw tlenkowych utworzonych na
powierzchni prébek stopu Ti-15Mo utlenionych plazmowo w zawiesinach zawierajgcych zwigzki

miedzi z zastosowaniem napiecia 300 V oraz gestosci pradu 150 mA/cm?

|76



TM-PEO-AgOx
i

#

10 um

Rysunek 19. Obrazy SEM przekrojéw poprzecznych warstw tlenkowych utworzonych na
powierzchni prébek stopu Ti-15Mo utlenionych plazmowo w zawiesinach zawierajacych zwigzki

srebra z zastosowaniem napiecia 300 V oraz gestosci pragdu 150 mA/cm?
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Dodatkowo na rys. 20 przedstawiono analize rozmieszczenia pierwiastkow w strukturze
warstwy tlenkowe] - reprezentacyjnie dla prébki TM-PEO-CuP. Analiza typu ,mapping”
potwierdzita obecnos¢ warstwy tlenkowej na podstawie wyzszych stezen O, P i Ca oraz
nizszych stezen Ti i Mo w obrebie powtoki tlenkowej. Niskie stezenie molibdenu w powtoce
tlenkowej byto zgodne z wczesdniejsza analizg EDX powierzchniowga. Analogiczne wyniki
uzyskano dla pozostatej czesci omawianych powtok tlenkowych. Czastki zwigzkéw cynku,
miedzi oraz srebra nie zostaty zaobserwowane podczas mapowania EDX prawdopodobnie
dlatego, ze ich wiekszos¢ zostata wbudowana podczas procesu PEO w warstwie wierzchniej
powtok tlenkowych. Bardzo niewielkie stezenie miedzi zostato zobrazowane na rys. 20, gdzie
widoczne jest nieznaczne zageszczenie tego pierwiastka przy wierzchniej warstwie powtoki.
W przypadku cynku i srebra pierwiastki te nie zostaty zaobserwowane w analizie mappingu
EDX. Ich obecnos¢ w badanych powtokach zostata potwierdzona przy uzyciu spektroskopii

Ramana, ktérej wyniki przedstawiono w dalszej czesci pracy.

Mo Ca

(@) P Cu

Rysunek 20. Analiza mapping EDX przekroju poprzecznego warstwy tlenkowej utworzone;j

na powierzchni prébki TM-PEO-CuP+CaP
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4.4. Sktad chemiczny warstw tlenkowych

Spektroskopia rentgenowska z dyspersjq energii

Wstepne potwierdzenie pomysinego wbudowania zwigzkéw cynku, miedzi oraz srebra
w strukture warstw tlenkowych uzyskano za pomocg spektroskopii rentgenowskiej
z dyspersjg energetyczng (EDX). Obserwujgc obrazy SEM uzyskanych powierzchni, nie
dostrzezono charakterystycznych wtragcen mogacych sSwiadczyé o wystepowaniu na
powierzchni warstw tlenkowych zwigzkéw cynku. W ramach badan EDX przeprowadzono
analizy charakteryzujgce pdtilosciowo sktad chemiczny wybranego fragmentu prébki.
Wskutek tych analiz nie potwierdzono obecnosci cynku nawet w znikomym stopniu, stad
o jego udanym wbudowaniu w strukture warstwy tlenkowej zadecydowaty pdzniejsze analizy
spektroskopii Ramana czy badan zanurzeniowych w roztworze Ringera.

Zupetnie inaczej sytuacja wygladata w przypadku préobek zmodyfikowanych zwigzkami
miedzi oraz srebra, gdzie na powierzchni wyraznie zaobserwowano wytracenia, ktére dzieki
analizie EDX scharakteryzowano jako zwigzki oczekiwanych pierwiastkdw. Na rys. 21-22
przedstawiono przyktady aglomeracji czgstek miedzi oraz srebra wraz z odpowiadajgcymi im

widmami punktowej analizy EDX.
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TM-PEO-CuP
.

Cu/Ti 0,759
Cu/P 0,675
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Cu/Ti 0,541
Cu/P 0,516

Rysunek 21. Obrazy SEM oraz widma EDX potwierdzajgce obecnos$¢ zwigzkéw miedzi

na przyktadzie fragmentow powierzchni probki TM-PEO-CuP
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TM-PEO-AgOx [ SR @ #g Ag/Ti 0,276
" Ag/P 0,498

1,128
1,361

Rysunek 22. Obrazy SEM oraz widma EDX potwierdzajace obecno$é zwigzkéw miedzi

na przyktadzie fragmentdéw powierzchni prébek oraz TM-PEO-AgOx oraz TM-PEO-AgP

Obecnos¢  pierwiastkow stopowych Ti oraz Mo, a takie bioaktywnych
Ca oraz P potwierdzono za pomocg analizy EDX typu mapping. Na rys. 23 przedstawiono
rozmieszczenie wspomnianych pierwiastkbw w wybranych fragmentach badanych
powierzchni na przyktadzie prébek TM-PEO-CuOx, TM-PEO-CuP oraz TM-PEO-CuP+CaP.
Wszystkie pierwiastki, z wyjatkiem miedzi, s3 jednorodnie rozmieszczone na powierzchni
probek. Miedz wystepuje w postaci miejscowych aglomeracji wytrgcen zwigzkéw miedzi,
w tym przypadku prawdopodobnie fosforandw miedzi. Analogicznie sytuacja wyglada dla
probek zawierajgcych zwigzki srebra, natomiast w przypadku zwigzkéw cynku nie byty one
widoczne na obrazach SEM ani nie udowodniono wyraznie jego wystepowania w widmach
EDX. Moze to swiadczy¢ o jego relatywnie niewielkiej ilosci w wierzchniej warstwie powtoki

tlenkowej, a wiekszej w gtebszych partiach prébki.
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Rysunek 23. Obrazy SEM powierzchni prébek: A — TM-PEO-CuX, B - TM-PEO-CuP
oraz C - TM-PEO-CuP+CaP wraz z analizg EDX obrazujgcg rozmieszczenie poszczegdlnych

pierwiastkdw na powierzchni porowatej warstwy tlenkowej
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Spektroskopia Ramana

W celu potwierdzenia obecnosci cynku w badanych warstwach tlenkowych, a takze
sprecyzowania charakterystyki zwigzkéw, w postaci ktérych wbudowane zostaty pozadane
pierwiastki w strukture warstwy tlenkowej przeprowadzono badania za pomocg
spektroskopii Ramana. W wyniku analizy dowiedziono, ze w kazdym z badanych przypadkéow
charakter uzyskanych zwigzkéw cynku, miedzi oraz srebra byt w znacznym stopniu
amorficzny.

Rozpoczynajac analize uzyskanych wynikéw od powierzchni TM-PEO-ZnO, TM-PEO-ZnP
oraz TM-PEO-ZnP+CaP, oscylacyjne widmo Ramana zostato przedstawione na rys. 24. Pasma
106 cm™ i 153 cm™ sg przypisywane drganiom sieci krystalicznej. Pasmo o wartosci 251 cm™
moze by¢ przypisane symetrycznemu drganiu zginajgcemu O-Me, co moze wskazywac na
obecno$é pofgczenia O-Zn. Pasmo o wartosci 978 cm™ jest przypisywane symetrycznemu
drganiu rozciggajagcemu ugrupowania —POs, podczas gdy asymetryczne drganie rozciggajace
tej grupy jest obserwowane przy wartosci 781 cm™. Pasmo o wartoéci 645 cm™ jest
przypisywane drganiu zginajgcemu —PO3 poza ptaszczyzng, a pasmo o wartosci 405 cm™ jest
przypisywane symetrycznemu drganiu zginajgcemu —POs. Na podstawie tej analizy
mozliwym jest wystepowanie grup H2POs czy HPO4?> w warstwie tlenkowej, a szeroki profil
spektréw we wszystkich prébkach sugeruje, ze sg one ztozone z fosforanéw amorficznych.
Ponadto wystepowanie grup fosforanowych w wierzchniej warstwie tlenkowej wspiera
proces adsorpcji grup OH™ na jej powierzchni, co skutkuje w lepszej zwilzalnos$ci biomateriatu

[159], co koresponduje takze z uzyskanymi wynikami badan wodnego kata zwilzania.
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Rysunek 24. Widmo Ramana zarejestrowane dla probek TM-PEO-ZnO, TM-PEO-ZnP oraz TM-
PEO-ZnP+CaP

Na rys. 25 przedstawiono oscylacyjne widmo Ramana uzyskane podczas analizy prébek
wzbogaconych o zwigzki miedzi. Zaobserwowano obecnos¢ sygnatéw charakterystycznych
dla drgan ugrupowan PO4 oraz O-Me, ktére dowodzg pomysinemu wbudowaniu w strukture
warstwy tlenkowej grup fosforanowych oraz atomdéw metalu potgczonych z atomami tlenu.
Sygnat przy 978 cm™ jest charakterystyczny dla symetrycznych drgan rozciggajgcych oraz
zginajacych ugrupowan POs. Sygnat przy 645 cm™ $wiadczy o drganiach zginajacych poza
ptaszczyzng ugrupowan POas, natomiast pasmo przy 405 cm™ odpowiada za symetryczne
drgania zginajgce POs. Potgczenie O-Cu jest bardzo prawdopodobne poprzez wystgpienie
pasma w regionie 251 cm™, ktére jest specyficzne dla symetrycznego drgania zginajgcego
wigzania O-Me. Sygnaty przy 106 cm™ oraz 153 cm™ sg charakterystyczne dla drgan sieci

krystalicznej.
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Rysunek 25. Widmo Ramana zarejestrowane dla probek TM-PEO-CuOx, TM-PEO-CuP oraz TM-PEO-
CuP+CaP

W znacznie szerszym zakresie zbadano prébki wzbogacone o zwigzki srebra(l),
tj.: TM-PEO-AgOx, TM-PEO-AgP oraz TM-PEO-AgP+CaP. Na rys. 26 przedstawiono integralne
mapy intensywnosci uzyskane w zakresie 300 - 900 cm™ w odniesieniu do powierzchni
probek: aoraz d: TM-PEO-AgOx, b oraz e: TM-PEO-AgP, c oraz f: TM-PEO-AgP+CaP dla
pomiarow w kierunku a-c: X-, Y- oraz d-f: X-, Z-. Linia poprzeczna AB ujawnia skan
profilowania gtebokosciowego wykonanego dla danej probki. Profil przekroju poprzecznego
przez dany por przedstawiono na rys. 26 g, h oraz i, natomiast linie kolorowe pq (czarna,
czerwona, niebieska) odnoszg sie do przekrojow w réznych fragmentach profilu w obrebie
powierzchni probek g: TM-PEO-AgOx, h: TM-PEO-AgP oraz i: TM-PEO-AgP+CaP. Na rys. 26 j
przedstawiono widma ramanowskie wyodrebnione jako s$rednie ze skanu powierzchni

Ti-15Mo.
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Rysunek 26. Integralne mapy intensywnosci uzyskane w zakresie 300 - 900 cm™ w odniesieniu do powierzchni prébek TM-PEO-AgOx, TM-PEO-AgP

oraz TM-PEO-Agp+CaP. Doktadny opis rysunku zostat umieszczony w tekscie powyzej
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W wyniku obrazowania powierzchni (w kierunku X-,Y-) i integracji zakresu 300 - 900 cm
uzyskano profile strukturalne badanych powierzchni (rys. 26 a-c). Bardziej szczegdtowa
analiza ujawnifa rozny stopiel porowatosci powierzchni, a same pory charakteryzowaty sie
réznymi rozmiarami $rednicy oraz zmiennym ksztattem. W przypadku powierzchni préobek
TM-PEO-AgOx oraz TM-PEO-AgP+CaP pory byty tatwo zauwazalne, natomiast powierzchnie
TM-PEO-AgP charakteryzowaty masywne struktury, a zarysowany ksztatt poréw byt znacznie
mniej wyrazisty. W niektérych miejscach poszczegdlnych prébek zaobserwowano znacznie
wyzszg intensywnos¢ sygnatu, co odpowiada lokalnemu wzrostowi chropowatosci
(TM-PEO-AgOx).

Gtebokos¢ porow okreslono, wykonujgc obrazowanie wgtebne (w kierunku X-, Z-)
i integrujac jak poprzednio zakres 300 - 900 cm™? (rys. 26 d-f). W prébkach TM-PEO-AgOx
i TM-PEO-AgP+CaP rozktad poréw okazat sie znaczaco nieregularny, co wskazuje na
stosunkowo duzg chropowatos¢ powierzchni. Kolejng istotng informacjg wynikajaca
z profilowania gtebokosciowego Ramana jest mozliwo$é oszacowania grubosci poréw
poprzez wykonanie przekrojéw gtebokosciowych pq. Profile te zostaty nastepnie
dopasowane przy uzyciu funkcji Gaussa, a szerokos¢ w potowie maksimum (FWHM) zostata
przyjeta jako parametr do iloSciowego okreslenia zakresu zmiennosci grubosci porow
(rys. 26 g-i).

Wszystkie widma (rys. 26 j), niezaleznie od sktadu elektrolitow uzytych do
funkcjonalizacji powierzchni, wskazujg na podobny charakter chemiczny oraz strukturalny
badanej powierzchni. Charakter gtéwnych pasm z zakresu 300 - 900 cm™ sugeruje
powstawanie  strukturalnie  nieuporzadkowanych lub  amorficznych  materiatow
kompozytowych przypominajgcych szkto fosforowo-wapniowe lub fosforowo-wapniowo-
tytanowe (-srebrne). Struktura zmodyfikowanej powierzchni jest silnie uzalezniona od
dodatkéw do kapieli stosowanej podczas PEO. Jony z elektrolitéw Ag* czy Ca?* i z podtoza
modyfikowanego materiatu Ti** oraz Mo3* silnie wptywajg na polimeryzacje nowo powstatej
sieci fosforanowej. Zaobserwowano m.in. symetryczne i asymetryczne rozciggania struktur
typu P-O-P. Podobne wyniki zostaty uzyskane dla struktur TiO,-P;0s5-CaO [161], szkfa
Na;0-Al;03-TiOz-P;05 [162] lub innych szkiet fosforanowych domieszkowanych jonami

pierwiastkéw alkalicznych i tytanu [163]. Pozostate pasma znalezione w okolicach 400 cm™
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przypisano ruchom zginajgcym O-P-O, natomiast w przedziale 300 - 360 cm™ ruchom
zginajgcym POa.

Struktury wszystkich powstatych warstw tlenkowych s3 amorficzne. Swiadczy to
o przebiegu procesu PEO. W trakcie powstajagcych wytadowan, czasteczki znajdujacych sie
w zawiesinie fosforanéw oraz tlenkdéw zostaty stopione i wbudowane w warstwe tlenkowa
w amorficznej postaci. Gtéwnym zadaniem inkludowanych zwigzkéw cynku, miedzi(ll) oraz
srebra(l) byto nadanie powierzchni stopu Ti-15Mo wfasciwosci bakteriostatycznych, na co
najwiekszy wptyw ma stezenie uwolnionych jonéw tych pierwiastkéw, ktérego wyniki
przeprowadzonej analizy zostaty przedstawione ponize;j.

Badania z zakresu spektroskopii Ramana prébek stopu Ti-15Mo wzbogaconych o zwigzki

srebra wykonano w Instytucie Inzynierii Materiatowej Uniwersytetu Slgskiego.

88



4.5. Dtugoterminowe badania w roztworze Ringera

Zadaniem zwigzkédw cynku, miedzi oraz srebra wbudowanych w strukture warstwy
tlenkowej implantu jest zahamowanie adhezji bakterii na jego powierzchni. Umieszczenie
biomateriatu w Srodowisku ptynéw fizjologicznych cztowieka skutkuje w jego interakgcji
z otoczeniem. Korozja tytanu w $Srodowisku ptyndéw ustrojowych jest znikoma, natomiast
w réznego rodzaju reakcje wchodzg zwigzki znajdujace sie w warstwie wierzchniej implantu,
np. zwigzki wapnia, fosforu czy wspomnianych pierwiastkéw o dziataniu bakteriostatycznym,
tj. cynku, miedzi i srebra. Mechanizm dziatania bakteriostatycznego tych pierwiastkéw jest
réoznorodny, jednak powigzany nie tylko z wystepowaniem ich w samej strukturze warstwy
tlenkowej (np. w postaci tlenkdw czy fosforandw), ale takze z uwalnianiem ich jonéw
w bezposrednie sgsiedztwo powierzchni implantu.

W celu okre$lenia stezenia uwalnianych Zn?*, Cu?*, a takze Ag® przeprowadzono
dtugoterminowe badania zanurzeniowe modyfikowanych powierzchni stopu Ti-15Mo.
Poszczegdlne stezenia okreslono po czasie 24 h, 3 dni, 7 dni, 11 dni oraz 14 dni. Wybrano
punkty czasowe korespondujgce z typowymi punktami czasowymi badan biologicznych
in vitro. Na rys. 27-29 zaprezentowano zalezno$¢ zmian stezenia uwolnionych jonéw cynku,

miedzi lub srebra od czasu immersji probki w roztworze, a takze od rodzaju probki.
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Rysunek 27. Zalezno$¢ stezenia uwolnionych jondw Zn?* od czasu immersji w roztworze Ringera

dla prébek TM-PEO-ZnOx, TM-PEO-ZnP oraz TM-PEO-ZnP+CaP
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Rysunek 28. Zalezno$¢ stezenia uwolnionych jondw Cu?* od czasu immersji w roztworze Ringera

dla prébek TM-PEO-CuOx, TM-PEO-CuP oraz TM-PEO-CuP+CaP
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Rysunek 29. Zaleznos¢ stezenia uwolnionych jondw Ag* od czasu immersji w roztworze Ringera

dla prébek TM-PEO-AgOx, TM-PEO-AgP oraz TM-PEO-AgP+CaP

Poréwnujgc wszystkie trzy wykresy, dostrzec mozna znaczng réznice pomiedzy stezeniem
uwolnionego cynku, ktére byto najwieksze, nastepnie miedzi, a najmniejszym uwolnionym
stezeniem jonéw charakteryzujg sie warstwy wzbogacone w zwigzki srebra. Najwieksze ilosci
uwolnionego cynku mozna odnotowaé w przypadku prébki TM-PEO-ZnP+CaP zanurzonej na
14 dni w roztworze Ringera — stezenie Zn?** wynosito 5,03 + 0,03 mg/dm3. Poréwnujac ten
wynik z pozostatymi badanymi powierzchniami, mozna zauwazyé bardzo duze réznice
pomiedzy rodzajem poszczegdlnych prdbek, poniewaz stezenie jondw Zn?* w roztworze
zebranym po 14 dniach immersji prébki TM-PEO-ZnP wynosito 1,05 + 0,11 mg/dm?3,
a w przypadku prébki TM-PEO-ZnOx jedynie 0,47 + 0,05 mg/dm?3.

Stad wywnioskowaé mozna, ze szczegdlnie duza ilo$¢ jondw Zn?* uwolnita sie z warstw
otrzymanych na drodze PEO w kapielach zawierajgcych zawiesiny fosforandéw cynku
i wapnia. Moze to by¢ spowodowane mechanizmem wbudowania tlenkéw/fosforanéw
w strukture warstwy tlenkowej podczas procesu PEO lub tez iloscig wbudowanych zwigzkdéw

danego pierwiastka w zaleznosci od Zrédfa ich pochodzenia w kgpieli. Podobng zaleznos¢
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zaobserwowano dla profilu uwalnianych jonéw miedzi, gdzie najwyzsze stezenie Cu?*
wynoszace 2,68 + 0,02 mg/dm3 odnotowano w przypadku 14-dniowej immersji probki
TM-PEO-CuP. W przypadku prébek wzbogaconych o zwigzki miedzi, nie mozna
zaobserwowac tak duzej réznicy pomiedzy stezeniem jonédw Cu?* oznaczonym w roztworach
po immersji prébek TM-PEO-CuP i TM-PEO-CuP+CaP w pordéwnaniu do TM-PEO-CuOx.
Diametralng réznice mozna bylo zaobserwowac¢ po uptywie 24 h immersji, gdzie
w przypadku TM-PEO-CuP+CaP stezenie jondw Cu?* wynosito 0,49 + 0,04 mg/dm3, dla
TM-PEO-CuP, odpowiednio 0,42 + 0,07 mg/dm3, natomiast w przypadku probki
TM-PEO-CuOx znacznie mniej, poniewaz tylko 0,05 + 0,01 mg/dm3.

Rozwazajgc wyniki analiz ICP uzyskanych dla roztworéw RIngera zebranych po
dtugotrwatym zanurzeniu probek zawierajgcych zwigzki srebra, zauwazyé mozna, ze ilosci
uwolnionych jondw Ag* sg znaczgco nizsze niz w przypadku poprzednich dwdéch omawianych
przypadkéw. Stezenie jondéw Ag* po 14 dniach immersji probki TM-PEO-AgOx wynosito
0,11 + 0,01 mg/dm3, w przypadku TM-PEO-AgP byto to 0,12 + 0,02 mg/dm3, a dla
TM-PEO-AgP+CaP wynosito 0,12 + 0,01 mg/dm3. Wszystkie trzy badane prébki zawierajace
srebro byly ostatecznie podobne wzgledem oznaczonego stezenia uwolnionych jonéw Ag®.
Moze to wigzac sie z bardziej réwnomiernym mechanizmem wbudowywania Ag,0 czy
AgsP0Os4 w powstajgcy podczas procesu PEO warstwe tlenkowg lub tez z znacznie mniejszym
stopniem reakcji zwigzkdw srebra znajdujgcych sie w warstwie z otaczajgcym go roztworem
Ringera. Biorgc pod uwage reaktywnos$¢ cynku, miedzi i srebra oraz poréwnujgc szlachetnosé
wspomnianych pierwiastkdw, mozliwym jest, ze zwigzki cynku w znacznie wiekszym stopniu
zostang wyptukane ze struktury implantu i przejdg w forme jonowa do roztworu niz ma to

miejsce w przypadku zwigzkéw miedzi czy srebra.
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4.6. Wiasciwosci bakteriostatyczne

W celu okreslenia wfasciwosci bakteriostatycznych otrzymanych powfok tlenkowych
przeprowadzono badania mikrobiologiczne z wykorzystaniem dwoéch réznych szczepdw
mikroorganizméow. W ramach eksperymentu zbadano adhezje bakterii Staphylococcus
aureus ATCC 25923 oraz Escherichia coli ATCC 25922. S. aureus stanowi przedstawiciela
bakterii Gram-dodatnich, natomiast E. coli Gram-ujemnych.

Na rys. 30-32 przedstawiono wyniki przeprowadzonych badan mikrobiologicznych
z wykorzystaniem szczepu S. aureus ATCC 25923. Wtasciwosci bakteriostatyczne badanych
powierzchni zostaty wyrazone jako liczba kolonii mikroorganizmow, ktére pomysinie ulegty

adhezji na badanych powierzchniach po 4 h inkubacji prébek z zawiesinami patogendéw

0 znanym stezeniu.
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Rysunek 30. Adhezja bakterii szczepu Staphylococcus aureus ATCC 25923 na powierzchni prébek
TM, TM-PEOQ, TM-PEO-ZnOx, TM-PEO-ZnP oraz TM-PEO-ZnP+CaP
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Rysunek 31. Adhezja bakterii szczepu Staphylococcus aureus ATCC 25923 na powierzchni prébek
TM, TM-PEO, TM-PEO-CuOx, TM-PEO-CuP oraz TM-PEO-CuP+CaP
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Rysunek 32. Adhezja bakterii szczepu Staphylococcus aureus ATCC 25923 na powierzchni prébek
TM, TM-PEO, TM-PEO-AgOx, TM-PEO-AgP oraz TM-PEO-AgP+CaP

Na rys. 30 przedstawiono wyniki badan adhezji bakterii na niemodyfikowanej
powierzchni stopu TM oraz powierzchniach po procesie PEO: TM-PEO, TM-PEO-ZnOx,
TM-PEO-ZnP i TM-PEO-ZnP+CaP. W przypadku bakterii szczepu S. aureus ATCC 25923
zaobserwowano zwiekszong ilos¢ kolonii bakteryjnych przylegajagcych do powierzchni
zawierajgcych cynk w poréwnaniu z powierzchniami bedgcymi odniesieniem (TM oraz
TM-PEO). Z wszystkich powierzchni zmodyfikowanych zwigzkami cynku, TM-PEO-ZnOx
charakteryzowata sie najnizszg liczba zliczonych bakterii, tj. 4,6-10°> CFU-/cm3.

Wyniki takie wskazujg na brak bakteriostatycznego oddziatywania zwigzkédw cynku na
organizmy szczepu S. aureus. Z danych literaturowych takze wywnioskowaé¢ mozna, ze cynk
w pordwnaniu do miedzi czy srebra wykazuje najstabsze dziatanie antybakteryjne. Pomimo
analogicznego mechanizmu wytwarzania reaktywnych form tlenu, stanowi on najmniej

agresywny s$rodek antybakteryjny. Zaletami wprowadzenia w strukture biomateriatu cynku
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niewatpliwie jest poprawa biozgodnosci materiatu implantacyjnego z Srodowiskiem
tkankowym organizmu. Jest to konsekwencjg wtasciwosci, jakie wykazuje cynk. Pierwiastek
ten wspiera procesy samo naprawcze organizmu, a takze wzmacnia jego odpornos¢, co jest
szczegolnie istotne podczas osteogenezy. Uwolnione z powierzchni biomateriatu jony cynku
wspomagajg takze hemokompatyblilnos¢ implantu oraz zwiekszajg zywotnos¢
komorek [164].

Catkowicie inne wyniki zaobserwowano w przypadku prébek stopu Ti-15Mo
wzbogaconych o zwigzki miedzi (rys. 31) i srebra (rys. 32). W przypadku badan
przeprowadzonych na prébkach utlenionych anodowo w zawiesinach zwigzkéw miedzi
(rys. 31) wynika, ze wszystkie powierzchnie poddane obrébce PEO wykazywaty mniejsza
adhezje S. aureus niz referencyjna powierzchnia Ti-15Mo. Najmniejszg liczbe bakterii
zaobserwowano na powierzchni TM-PEO-CuOx, tj. 9,0:103 CFU/cm?3. Dla porédwnania, liczba
kolonii S. aureus zliczonych na referencyjnej wyszlifowanej powierzchni Ti-15Mo wynosita
1,8:10° CFU/cm3. Wynik ten potwierdzit pomysine wprowadzenie czastek zawierajacych
zwigzki miedzi do powtoki tlenkowej Ti-15Mo, a takze skuteczne dziatanie antybakteryjne
miedzi przeciwko S. aureus.

Na podstawie analizy wynikéw zaprezentowanych na rys. 32, rowniez mozna z tatwoscig
zauwazy¢ pozytywny wptyw na zwiekszenie wtasciwosci antybakteryjnych powierzchni
biomateriatu na skutek obecnosci w warstwie tlenkowej zwigzkdw srebra. Choé srebro
stanowi najsilniejszy czynnik antybakteryjny sposréd trzech rozpatrywanych pierwiastkéw,
nie mozna stwierdzi¢, ze jego dziatanie charakteryzuje sie dominujgcg przewagg
w pordwnaniu przyktadowo do dziatania miedzi. Najnizszg ilos¢ zliczonych komérek bakterii
S. aureus zaobserwowano na powierzchni TM-PEO-AgP i wynosita ona 5,0:10% CFU/cm3. Jest
to zdecydowanie wieksza liczba niz 9,0-10° CFU/cm? odnotowana dla prébki TM-PEO-CuOx,
jednak  nalezy uwzgledni¢  metodyke prowadzenia badan  z wykorzystaniem
mikroorganizmow zywych. Badania przeprowadzone na prébkach zawierajgcych cynk, miedz
czy srebro byty osobnymi eksperymentami i nieprawidtowym bytoby zestawianie ze sobg
wszystkich wynikédw réwnolegle. To, czemu nalezy sie przyjrzeé i przeprowadzi¢ porédwnanie,
to wyniki otrzymane dla powierzchni odniesienia (TM oraz TM-PEQ), kontroli (TSB) oraz dla
powierzchni zmodyfikowanych funkcjonalnymi zwigzkami cynku/miedzi/srebra. Rozpatrujgc

wyniki badan adhezji w taki sposdb, najwazniejszg informacjg jest réznica pomiedzy iloscig
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kolonii bakterii S. aureus zliczonych na powierzchni TM - 2,5:107 CFU/cm3,
TM-PEO — 4,1-107 CFU/cm? oraz prébkami zawierajgcymi zwigzki srebra, sposrdd ktérych
najnizszg ilo$¢ zaobserwowano w przypadku TM-PEO-AgP — 5,0-10° CFU/cm3. W prébce
kontrolnej TSB zanotowano 7,0-10% CFU/cm3. Dziesieciokrotnie, a nawet stukrotnie mniejsza
ilos¢ zaadherowanych i zliczonych kolonii bakteryjnych dowodzi skutecznosci srebra
w hamowaniu adhezji bakterii na powierzchni biomateriatu. Rdznice pomiedzy iloscig
zliczonych kolonii S. aureus na analogicznych wyszlifowanych powierzchniach TM w obrebie
réznych eksperymentéw wynikaja ze specyfiki eksperymentéw biologicznych i faktu, ze
badania mikrobiologiczne prowadzone sg z wykorzystaniem mikroorganizmoéw zywych, ktore

namnazajg sie w bardzo szybkim tempie, dgzac do utworzenia grubego i odpornego biofilmu.
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Rysunek 33. Adhezja bakterii szczepu Escherichia coli ATCC 25922 na powierzchni prébek TM,
TM-PEO, TM-PEO-ZnOx, TM-PEO-ZnP oraz TM-PEO-ZnP+CaP
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Rysunek 34. Adhezja bakterii szczepu Escherichia coli ATCC 25922 na powierzchni prébek TM,
TM-PEO, TM-PEO-CuOx, TM-PEO-CuP oraz TM-PEO-CuP+CaP
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Rysunek 35. Adhezja bakterii szczepu Escherichia coli ATCC 25922 na powierzchni prébek TM,
TM-PEO, TM-PEO-AgOx, TM-PEO-AgP oraz TM-PEO-AgP+CaP.

Podobne wnioski mozna wyciggngé z wynikdw badan przeprowadzonych z uzyciem
bakterii szczepu Escherichia coli ATCC 25922. Wyniki przedstawione na rys. 33 potwierdzajg,
ze i w tym przypadku powierzchnie zmodyfikowane zwigzkami cynku wykazywaty wieksza
sktonno$é do adherowania komoérek E. coli oraz do ich pdzniejszej proliferacji. Jedynie
powierzchnia TM-PEO-ZnP+CaP wykazata zblizong adhezje w poréwnaniu do TM i TM-PEO.
Liczba zliczonych kolonii bakteryjnych E. Coli wynosita kolejno: 1,4:107 CFU/cm? w przypadku
powierzchni TM-PEO-ZnOx, 1,7-107 CFU/cm? dla probki TM-PEO-ZnP oraz 3,5-10% CFU/cm?3
dla powierzchni TM-PEO-ZnP+CaP. W prdbce kontrolnej TSB zliczono 7,4:10% CFU/cm3
kolonii E. coli.

Powtoki tlenkowe zawierajgce zwigzki Cu rdéwniez wykazaty silniejsze wtasciwosci
bakteriostatyczne niz niepoddany obrdbce powierzchniowej stop Ti-15Mo. Tym razem

najmniejsza liczbe kolonii bakteryjnych zaobserwowano na powierzchni
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TM-PEO-CuP+CaP, tj. 2,6:10° CFU/cm3. Wynik ten byt znaczaco nizszy od liczby kolonii E. coli
zanotowanej na powierzchni odniesienia Ti-15Mo, tj. 2,5-10° CFU/cm3. Zaréwno
w przypadku adhezji S. aureus, jak i E. coli, liczba mikroorganizmow zliczona w pozywce TSB
stanowigcej prébe kontrolng byta znacznie wyzsza i wynosita odpowiednio 1,1:10” CFU/cm?
dla S. aureus oraz 3,5-108 CFU/cm3 dla E. coli. Redukcja liczby namnozonych kolonii
bakteryjnych o 2-3 rzedy wielkos$ci stanowi znaczng rdznice i powdd, dla ktérego mozna
whnioskowac o wtasciwosciach bakteriostatycznych powtok zawierajgcych zwigzki miedzi.

Najwieksze rdéznice pomiedzy iloscig zliczonych kolonii E. coli znéw odnotowano
w przypadku powierzchni wzbogaconych srebrem, co widoczne jest w zestawieniu
TM —1,0-107 CFU/cm? oraz TM-PEO-AgOx — 3,7-108% CFU/cm3.

Wyniki adhezji bakteryjnej potwierdzity, ze miedZz i srebro indukujg dziatanie
antybakteryjne zaréwno przeciwko Gram-dodatnim, jak i Gram-ujemnym bakteriom,
podczas gdy zwigzki cynku wykazaty znikome dziatanie bakteriostatyczne w poréwnaniu do
powierzchni odniesienia. Zaréwno Gram-dodatnia bakteria S. aureus jak i Gram-ujemna
E. coli to przyktady powszechnych patogendéw zwigzanych z zapaleniem tkanki kostnej. Jak
wspomniano wczesniej, badania dotyczgce alternatywnych srodkéw przeciwbakteryjnych sg
niezwykle interesujace ze wzgledu na liczne i trudne wyzwania stojgce przed leczeniem
bakteryjnych standéw zapalnych oraz narastajgcq odpornoscig bakterii na dziatanie
antybiotykdw. Podczas procesu implantacji ryzyko infekcji bakteryjnej jest szczegdlnie
wysokie ze wzgledu na zwiekszong podatnos¢ organizmu ludzkiego na atak szkodliwych
patogendéw. Ryzyko to stanowi nieodfgczny element zwigzany z zabiegami chirurgicznymi
[165,166]. W zwigzku z powyzszym, zapobieganie oraz profilaktyka zakazen bakteryjnych ma
kluczowe znaczenie w rozwoju inzynierii biomedycznej ze wzgledu na znaczne
niebezpieczenstwo wystgpienia infekcji i przewlektych standéw chorobowych kosci oraz

problematyczng antybiotykoterapie.
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4.7. Cytokompatybilnos¢

Ostatnimi badaniami przeprowadzonymi w ramach niniejszej pracy doktorskiej byty
badania cytokompatybilnosci utworzonych warstw tlenkowych na powierzchni stopu
Ti-15Mo. W badaniach zastosowano komorki osteoblastopodobne linii MG-63, ktérych
zywotnos¢ zostata okresSlona za pomocg testu metabolicznego redukcji barwnika
Alamar Blue.

Wspomniane w poprzednim rozdziale powierzchnie TM-PEO-AgOx, TM-PEO-AgP oraz
TM-PEO-AgP+CaP  wykazywaty  najsilniejsze  dziatanie  bakteriostatyczne  wobec
mikroorganizmow szczepdw Staphylococcus aureus ATCC 25923 oraz Escherichia coli
ATCC 25922. Chociaz dodatek srebra skutkuje w korzystnym podwyzszeniu wtasciwosci
antybakteryjnych powierzchni stopu Ti-15Mo, sytuacja jest diametralnie inna w przypadku
proliferacji komérek osteoblastopodobnych linii MG-63. Wykres zilustrowany na rys. 36
przedstawia zywotnos$¢ komodrek linii MG-63 wyrazong jako procent redukcji barwnika
Alamar Blue po inkubacji 24-godzinnej, 3-dniowej oraz 7-dniowej prébek TM, TM-PEO oraz
TM-PEO-AgOx, TM-PEO-AgP i TM-PEO-AgP+CaP.

Z fatwoscig zauwazy¢ mozna, ze dodatek srebra skutkowat w catkowitej inhibicji wzrostu
komédrek osteoblastopodobnych. Wykres przedstawiony na rys. 36 wyraznie obrazuje
catkowity brak adhezji komédrek zywych linii MG-63 na powierzchniach wzbogaconych
osrebro i jego zwigzki. Komorki kosciotwércze nie adherowaty do wspomnianych
powierzchni ani nie rozwinety zaréwno po 24 h inkubaciji, jak i po 3 czy 7 dniach, co $wiadczy
o zbyt silnym cytotoksycznym wptywie srebra oraz jego zwigzkéw na proliferacje komdrek
zywych [167], w tym przypadku komorek linii MG-63. Przyczyng toksycznosci jest
oddziatywanie jondéw Ag* na poszczegdlne zwigzki organiczne znajdujace sie w kazdej zywej
komodrce, m.in. kwasy nukleinowe, enzymy czy inne skfadniki komérki zawierajgce siarke

i grupy tiolowe [168,169].
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Rysunek 36. Zywotno$¢ komérek linii MG-63 na powierzchniach stopu Ti-15Mo
zmodyfikowanych zwigzkami srebra. Zywotno$¢ wyrazona jako procent redukcji wskaznika Alamar

Blue. Dla kazdej badanej grupy p-wartos¢ <0,05

Analizujgc powierzchnie zawierajgce w swoim sktadzie cynk, mozna zauwazy¢, ze procent
redukcji Alamar Blue na powierzchniach TM-PEO-ZnO, TM-PEO-ZnP oraz TM-PEO-ZnP+CaP
byt dwukrotnie wiekszy niz na powierzchniach odniesienia (TM oraz TM-PEQ). Swiadczy to
0 znacznie wiekszej zywotnosci komdrek na powierzchni prébek wzbogaconych o zwigzki
cynku. Po 7 dniach inkubacji komorki linii MG-63 wykazaty dobrg zywotnos¢ oraz proliferacje
na kazdej ze zmodyfikowanej za pomocg procesu PEO powierzchni stopu Ti-15Mo. Najlepsza
cytokompatybilnoscig charakteryzowata sie powierzchnia TM-PEO-ZnO, gdzie po 7 dniach
inkubacji komérek zywych odnotowano 27,68% redukcji barwnika Alamar Blue. Wynik ten
warto porownac z prébka referencyjng (TCPS), gdzie po 7 dniach inkubacji zaobserwowano

33,47% redukcji barwnika — rdznica pomiedzy obojgiem pomiaréw wynosita jedynie 5,79%.
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Ponadto zaréwno powierzchnia TM-PEO-ZnP jak i TM-PEO-ZnP+CaP, charakteryzowata sie
zwiekszong w stosunku do TM oraz TM-PEO zywotnoscig komdrek osteoblastopodobnych.
W przypadku TM-PEO-ZnP barwnik Alamar Blue po 7 dniach ulegt redukcji w 20,18%, a dla
TM-PEO-ZnP+CaP — 22,82%. Dla pordwnania, zywotnos¢ komdrek na powierzchni warstwy
tlenkowej niezawierajgcej zwigzkéw cynku (TM-PEO) byta znaczgco nizsza — po 7 dniach

inkubacji barwnik zostat zredukowany w zaledwie 9,44%.
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Rysunek 37. Zywotnoé¢ komorek linii MG-63 na powierzchniach stopu Ti-15Mo
zmodyfikowanych zwigzkami cynku. Zywotno$é wyrazona jako procent redukcji wskaznika Alamar

Blue. Dla kazdej badanej grupy p-wartos¢ <0,05

Analogiczne wnioski mozna spostrzec dla badan przeprowadzonych z udziatem
powierzchni wzbogaconych o zwigzki miedzi z tg rdznica, ze obecno$é zwigzkédw miedzi
w warstwach tlenkowych skutkowata w mniejszej cytokompatybilnosci utworzonych powtok

niz w przypadku badanych powierzchni z cynkiem. Najwyzsza zywotnos¢ komorek linii

104



MG-63 zostata zaobserwowana po 7 dniach inkubacji na powierzchni TM-PEO-CuO, gdzie
Alamar Blue zostat zredukowany w 17,64%. Bardzo zblizonymi wynikami charakteryzowaty
sie pozostate dwie badane powierzchnie zawierajgce miedz, tj. TM-PEO-CuP — 17,15% oraz
TM-PEO-CuP+CaP — 14,47%. Wyniki te sg zgodne z informacjami $wiadczacymi o korzystnym
wplywie miedzi oraz jej zwigzkdw na procesy kosciotwodrcze oraz proliferacje komérek
zywych.

Poréwnujac zywotnosé komorek linii MG-63 powierzchni wzbogaconych zwigzkami cynku
z tymi modyfikowanymi zwigzkami miedzi, zauwazy¢ mozna, ze dodatek cynku znacznie
lepiej wptywa na zywotno$¢ i proliferacje komdrek osteoblastopodobnych. Interesujaca jest
prawdopodobna korelacja pomiedzy wiekszym stezeniem uwolnionych jondéw Zn?* niz Cu?*
atak znaczng réznicg w cytokompatybilnosci omawianych powierzchni. W rozdziale
przedstawione wyniki analiz ICP dowodzg, ze w tych samych warunkach prowadzenia badan
zanurzeniowych stezenie uwolnionych jondéw cynku jest nawet dwukrotnie wieksze niz
jonéw miedzi uwolnionych z warstwy tlenkowej w tym samym czasie. Biorgc pod uwage
stymulujacy wptyw cynku oraz miedzi na adhezje i proliferacje komérek zywych czy
osteointegracje, wieksze stezenie uwalnianych jondw cynku moze skutkowaé w relatywnie

wiekszej cytokompatybilnosci badanych powierzchni stopu.
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Rysunek 38. Zywotno$¢ komérek linii MG-63 na powierzchniach stopu Ti-15Mo
zmodyfikowanych zwigzkami miedzi. Zywotno$¢ wyrazona jako procent redukcji wskaznika Alamar

Blue. Dla kazdej badanej grupy p-wartos¢ <0,05

Uzyskane wyniki badan dowodzg, ze obecno$é w warstwach tlenkowych cynku i miedzi
oraz ich zwigzkéw pozytywnie wptywa na adhezje, rozwdj oraz proliferacje komérek
osteoblastopodobnych linii MG-63. Stanowi to potwierdzenie wspomnianych juz w rozdziale
1.7 wiasciwosci zwigzkéw tych pierwiastkdw wspomagajgcych procesy kosSciotworcze.
Catkowicie antagonistyczne wtasciwosci wykazaty powtoki wzbogacone w zwigzki srebra.
Pomimo bardzo dobrych wtasciwosci antybakteryjnych srebra, jego toksyczne oddziatywanie
na zywe komorki byto nieselektywne i, w efekcie, rowniez cytotoksyczne. Ciekawg
obserwacjg jest poréwnanie wtasciwosci antybakteryjnych z wiasciwosciami cytozgodnymi
powtok zawierajgcych cynk lub miedz. Warstwy tlenkowe powstate w PEO z zastosowaniem

zawiesin zawierajgcych cynk charakteryzowaty sie najlepszg cytokompatybilnoscig, ale
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z drugiej strony ich dziatanie przeciwbakteryjne byto najstabsze. Natomiast dodatek miedzi
spowodowat wzrost zarédwno witasciwosci antybakteryjnych (w poréwnaniu z TM oraz TM-
PEO), jak i znacznie lepszg cytokompatybilno$¢. Porownujgc wptyw wspomnianych trzech
rodzajéw dodatkédw na wiasciwosci bakteriostatyczne oraz cytokompatybilne, powtoki
tlenkowe wzbogacone o zwigzki miedzi charakteryzuja sie najlepszymi wtasciwosciami.
Badania cytokompatybilnosci z wykorzystaniem komoérek osteoblastopodobnych linii
MG-63 wykonano na Wydziale Inzynierii Materiatowej i Ceramiki Akademii

Goérniczo-Hutniczej w Krakowie.
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5. Podsumowanie

W ramach niniejszej pracy doktorskiej przeprowadzono szereg badan — od doboru
najbardziej korzystnych warunkéw pradowych podczas plazmowego utleniania
elektrochemicznego stopéw tytanu, poprzez okreslenie wtasciwosci fizykochemicznych
otrzymanych warstw tlenkowych, az po zbadanie wptywu wbudowania zwigzkéw cynku,
miedzi oraz srebra na wiasciwosci antybakteryjne i cytokompatybilne. Na podstawie
przedstawionych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze warstwy tlenkowe 2z dodatkiem
wspomnianych pierwiastkdw stanowig innowacyjny kierunek rozwoju biomateriatéw
implantacyjnych. Efekty procesu PEO takie jak: zwiekszona porowatos$¢, chropowatos¢
i hydrofilowos¢ modyfikowanych powierzchni wspierajg ich bioaktywnos¢ i zwiekszajg
prawdopodobienstwo prawidtowego oraz relatywnie tatwiejszego przebiegu osteointegracji.
Jedng z najwazniejszych zalet procesu PEO jest mozliwo$é wprowadzenia wybranych
pierwiastkdw w strukture powstajgcej warstwy tlenkowej w celu nadania lub ulepszenia cech
takich jak bioaktywno$¢ czy wtasciwosci przeciwbakteryjne. Utlenianie anodowe powierzchni
stopu Ti-15Mo przy uzyciu zawiesin zawierajgcych cynk, miedz lub srebro doprowadzito do
powstania warstw tlenkowych o rozwinietej powierzchni i porowatosci. Stanowi to
niewatpliwie korzystny efekt przeprowadzonych doswiadczen, poniewaz podobierstwo
struktury i powierzchni implantu z tkankg kostng prowadzi do lepszej biointegralnosci
materiatu z zywa tkankg twarda.

W wyniku przeprowadzonych badan zauwazy¢ mozna, ze zaréwno dodatek zwigzkow
cynku, miedzi jak i srebra na bazie roztworu 0,1 M Ca(H2PO3); skutkuje w powstaniu
regularnie porowatych warstw tlenkowych na powierzchni stopéw tytanu: Ti-6Al-4V,
Ti-15Mo, Ti-13Nb-13Zr oraz Ti-36Nb-3Zr-2Ta. Pierwsze gtéwne réznice pomiedzy powstatymi
powtokami mozna byto zaobserwowa¢ w stopniu wbudowania sie poszczegdlnych zwigzkow
cynku, miedzi lub srebra w porowate warstwy tlenkowe. Obecnos¢ zwigzkéw cynku, cho¢
niewidocznych na obrazach SEM, udowodniono zaréwno za pomoca spektroskopii Ramana
jak i badaiA zanurzeniowych w roztworze Ringera, gdzie w nastepnych krokach z pomoca
techniki ICP-OES wykazano pomysine wbudowanie sie jonéw i zwigzkdw cynku w strukture
warstw tlenkowych. Warstwy powstate na powierzchni prébek TM-PEO-ZnOx, TM-PEO-ZnP

oraz TM-PEO-ZnP+CaP charakteryzowaty sie takie najwiekszg gruboscig, co wynika
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Z najmniej agresywnego przebiegu procesu PEO. tagodniejszy wzrost napiecia podczas
powstawania zaporowej warstwy tlenkowej skutkuje w jej stopniowym wzrastaniu
i uszczelnianiu, co rowniez zapobiega powstawaniu defektow w jej strukturze. Kolejnym
sukcesem, ktéry udato sie osiggnaé, to zwiekszona cytozgodnos¢ warstw wzbogaconych
w zwigzki cynku w porédwnaniu z powtokami zawierajgcymi zwigzki miedzi czy srebra.
Natomiast warstwy zawierajgce zwigzki cynku silnie wyrdzniajg sie na tle innych badanych
pod katem wiasciwosci bakteriostatycznych oraz bakteriobdjczych. Analizujgc wyniki
przeprowadzonych badan mikrobiologicznych, nie zauwaza sie znaczgcego wptywu cynku na
proces adhezji czy zahamowania wzrostu komérek bakterii Staphylococcus aureus 25923
oraz Escherichia coli 25922.

Odmienny mechanizm mozna zaobserwowaé w przypadku warstw tlenkowych
wzbogaconych zwigzkami srebra. Cho¢ dodatek srebra do kapieli anodowej i obecnos¢ jego
zwigzkéw w zmodyfikowanych powierzchniach stopu Ti-15Mo poskutkowaty w przejawieniu
wiasciwosci antybakteryjnych, jednoczesnie spowodowato to catkowite zahamowanie
wzrostu komoérek osteoblastopodobnych linii MG-63. Silne dziatanie srebra charakteryzujace
sie skuteczng apoptozg komodrek bakteryjnych wykazuje réwniez dziatanie cytotoksyczne, co
obniza atrakcyjno$¢ zwigzkéw srebra jako dodatek do implantéw kostnych. Z innej
perspektywy mozna spojrze¢ na stopy Ti-15Mo modyfikowane zwigzkami miedzi, ktére
wykazaty  zaréwno dobre  wilasciwosci  fizykochemiczne, skuteczne  dziatanie
przeciwbakteryjne wobec bakterii Gram-dodatnich Staphylococcus aureus ATCC 25923 jak
i Escherichia coli ATCC 25922. Ponadto prébki wzbogacone zwigzkami miedzi zaprezentowaty
rowniez wtasciwosci sprzyjajace rozwojowi i proliferacji komadrek osteoblastopodobnych linii
MG-63. Podobnie jak w przypadku cynku, miedz takze wykazuje wtasciwosci bioaktywne,
proliferacyjne i wspomagajgce wzrost tkanek zywych, co potwierdzajg przeprowadzone
badania. Jednak w odrdéznieniu od cynku, obecnos¢ miedzi w porowatych warstwach
tlenkowych na powierzchni stopu Ti-15Mo wptywa znacznie silniej na zahamowanie adhezji
bakterii, co jest kluczowym aspektem podczas pierwszych chwil i dni procesu implantacji.

Interesujgcym kierunkiem rozwoju przedstawionych badan moze byé¢ plazmowe
utlenianie elektrochemiczne powierzchni stopow tytanu w zawiesinach bedgcych
mieszaninami zaréwno pierwiastkdw o dziataniu bioaktywnym (wapn, fosfor, krzem), jak

i tych o wtasciwosciach antybakteryjnych. Wartym zbadania moze byé potaczenie zwigzkdéw
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cynku, ktére wykazaty dobre wtasciwosci cytokompatybilne ze zwigzkami srebra, ktére
wykazujg najsilniejsze dziatanie przeciwbakteryjne. W niniejszej pracy powtoki tlenkowe
wzbogacone w zwigzki srebra nie wykazaty najlepszych wtasciwosci bakteriostatycznych,
przyktadowo pordéwnujac je ze zwigzkami miedzi, choé¢ wiadomym jest, ze srebro jest
najskuteczniejszym srodkiem antybakteryjnym. Stad istotnym jest zbadanie szerszego
spektrum zwigzkéw srebra, jak réwniez przeanalizowanie przebiegu procesu PEO
w kapielach zawierajgcych zwigzki srebra. Podczas badan przeprowadzonych w ramach pracy
powierzchnia stopu Ti-15Mo najtrudniej ulegata plazmowemu utlenianiu w zawiesinach
zawierajacych srebro. W roztworach z zawieszonymi czgstkami zwigzkdéw srebra
odnotowano najwiekszg warto$¢ oporu elektrycznego, a same kapiele wykazywaty
relatywnie krotszy czas przydatnosci do uzycia niz kapiele zawierajgce cynk czy miedz.
Istotnym przetlomem mogtoby by¢é doktadne zbadanie mechanizmu jonizacji

i wbudowywania srebra w strukture powtok tlenkowych na drodze procesu PEO.
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Il. Wystgpienia na konferencjach naukowych:

1.

XVIIlI Miedzynarodowa Studencka Sesja Naukowa ,Materiaty i technologie XXI
wieku” — prezentacja ustna (I nagroda); 19.05.2016 Katowice

V 0Ogdlnopolska konferencja naukowa ,Pomiedzy naukami — zjazd chemikow
i fizykow” — prezentacja ustna; 16.09.2016 Chorzéw

XXVII Konferencja , Antykorozja” — prezentacja ustna; 20-22.03.2019
Ustron-Jaszowiec

Katarzyna Lesniak, Alicja Kazek-Kesik, Joanna Ptonka, Wojciech Simka

Warstwy hybrydowe otrzymane na powierzchni stopu tytanu
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4. 1l Seminarium Ogdlnoakademickie ,Metody fizykochemiczne w badaniach
naukowych” — prezentacja ustna (wyrdznienie); 17.04.2019 Sosnowiec

5. XIX Miedzynarodowa Polskiego Towarzystwa Galwanotechnicznego oraz Sieci
Badawczej tukasiewicz "Innowacyjnos¢ i rozwdj w galwanotechnice” — prezentacja

ustna; 01.10.2021 Warszawa

135



