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1. Charakterystyka pracy

Rozprawa doktorska Pana mgr Vladlensa Grebnevsa poswiecona jest
projektowaniu, otrzymywaniu oraz charakterystyce powlok na bazie weglanu wapnia
(CC) 1 hydroksyapatytu (HA) na podiozach tytanowych metoda plazmowego utleniania
elektrolitycznego (PEQ), z przeznaczeniem do zastosowan biomedycznych.

W dzisiejszych czasach o znaczeniu implantdow metalicznych, w tym
w szczegolnosei tych na bazie tytanu i jego stopéw., w szeroko rozumianej medycynie
nikogo nie trzeba przekonywac. Implanty metaliczne w stosunku do implantow
ceramicznych czy polimerowych charakteryzuja sie znacznie wieksza stabilnoscia
mechaniczna pozwalajgca na ich wykorzystanie rowniez w przypadku koniecznosei
przenoszenia znacznych obcigzen mechanicznych — glownie chirurgia ortopedyczna
i stomatologia. Zeby jednak nie bylo tak kolorowo ich wykorzystanie nastrecza réwniez
wiele problemow zwigzanych glownie ze: 1) Zbyt wysoka sztywnoscig srednio okolo
cztery razy przekraczajaca sztywnosc kosci ludzkiej. To niedopasowanie prowadzi do
zjawiska ekranowania obcigzen, polegajacym na ich przenoszeniu wylacznie przez
implant przy odcigzeniu otaczajgcych tkanek, co prowadzi do stopniowego zaniku
tkanki kostnej w wyniku osteoliozy. 2) Niezadawalajgea odpornoscia na korozje
w srodowisku organizmu, co poza stopniowa utrata wlasnosci uzytkowych implantu,

prowadzi do przedostawania si¢ do organizmu roznych jondéw, wywolujac czesto



neurotoksycznos¢ 1 reakcje  zapalne, 3) Niezadawalajgcg  bioaktywnoscia
1 biokompatybilnoscig. Implanty metaliczne zazwyczaj sa inerine, czego konsekwencija
sa duze problemy z ich fiksacjg z tkanka kostna. W pierwszym przypadku najbardziej
logicznym rozwigzaniem jest wywolanie odpowiedniej porowatosei, ktéra pozwala na
obnizenie sztywnosci implantow metalicznych. W pozostatych dwoch przypadkach
stosuje sig roznego rodzaju zabiegi pozwalajace na modyfikacje powierzchni implantu
w kierunku jej dostosowania do wymagan uzytkowych. Obecnie najczesciej sa fo
roznego rodzaju funkcjonalne warstwy, glownie na bazie fosforandw wapnia,
pozwalajace wyeliminowaé lub przynajmniej ograniczy¢ wspomniane powyzej
ewidentne wady implantéw metalicznych, W tym zakresie inzynieria powierzchni moze
pochwali¢ sie wieloma sukcesami, gdyZ obecnie trudno jest nawet zliczyC¢ rodzaje
proponowanych i juz wykorzystywanych warstw oraz metody ich otrzymywania.

Majac to wszystko na uwadze oraz problemy zwigzane z wykorzystaniem warstw
na bazie fosforandw wapnia, wynikajace w gléwne] mierze z ich ograniczonej
rozpuszezalnosci, Autor zaproponowal otrzymywanie, nowych warstw (na podtozach
tytanowych) na bazie weglanu wapnia oraz hydroksyapatytu, metodg PEO. Biorge pod
uwage ewidentne braki proponowanych obecnie warstw na implanty metaliczne,
uwazam podjecie takiego tematu za jak najbardziej uzasadnione i co niemniej istotne
interesujace zardéwno z naukowego jak i docelowo utylitarnego punktu widzenia.

Uklad pracy jest klasyczny i zawiera szes¢ glownych rozdziatow tj. Wstep, Cel
badan, Materialy 1 metody, Wyniki i dyskusje, Podsumowanie i perspektywy oraz
Bibliografig. Do pracy dolaczony jest rowniez skrétowy opis dotychezasowego dorobku
naukowego Doktoranta.

2, Ocena merytoryczna pracy

We wstepie Autor przedstawit najistotniejsze informacje zwigzane z tematyka
rozprawy. Autor uwzglednil gigantyczng liczbe odnosnikéw literaturowych, az 589111,
z ktérych praktycznie wszystkie ukazaty sie po 2010 roku. Tak duza liczba cytowan oraz
ich ,dwie2zos¢” dwiadezg zardbwno o aktualnodei podjetej tematyki jak i dokladnym jej
poznaniu przez Doktoranta. Rozdzial podzielono na sze$¢ podrozdzialoéw opisujacych

kolejno zagadnienia zwiazane z: ogdlnym tlem badan (1), implantami biomedycznymi



(2), plazmowym utlenianiem elektrolitycznym (3), wykorzystaniem weglanéw w PEO
(4), metodami syntezy weglanu wapnia (5), metodami badawezymi (6).

W pierwszym podrozdziale, przedstawiono caly kontekst pracy zwiazany
z poszukiwaniem nowych, biokompatybilnych i bicaktywnych powtok ceramicznych na
podioza tytanowe. Obecnie kazdy implant metaliczny sklada si¢ z metalowego rdzenia
zapewniajacego odpowiednie parametry mechaniczne oraz funkcjonalnej warstwy
poprawiajacej odpornos¢ na korozje, biokompatybilnos¢ i bioaktywnos¢ powierzchni,
ktore sa kluczowe z punktu widzenia osteointegracji, i co za tym idzie dlugoterminowej
stabilnodci implantu. Stosowane najczgsciej warstwy na bazie fosforanéw wapnia majg
duze ograniczenia zwigzane przede wszystkim z niedostateczng bioaktywnoscia,
wynikajaca z ich ograniczonej rozpuszezalnosci, czego konsekwencjy jest brak
dostatecznej ilosci jonéw wapnia i co za tym idzie skutecznej regeneracji kodei. Stad tez
wynika zaproponowane podejscie polegajace na utworzeniu warstw na bazie fosforanow
z dodatkiem weglanu wapnia charakteryzujacego si¢ znacznie wigkszg
rozpuszczalnoseia, co ma zapewnié dostepnos¢ jondw wapnia. Problemem pozostajacym
do rozwigzania jest wlasciwe wprowadzenie do warstwy weglanu wapnia bez
wywolania degradacji fazowe], wynikajacej gléwnie z jego ograniczonej stabilnoéci
termicznej. Aby to przezwyciezyé zaproponowano otrzymywanie warstw metoda PEO
z wykorzystaniem elektrolitow fosforanowych z zawieszonymi czastkami weglanu
wapnia. Ma to pozwoli¢ na bezpoérednie wprowadzenie weglanu wapnia do warstwy
z ominieciem problemu zwigzanego z jego rozkiadem termicznym.

Kolejne dwa podrozdzialy przedstawiajg podstawowe zagadnienia zwigzane
z implantami metalicznymi i sposobami modyfikacji ich powierzchni oraz wybranymi
metodami otrzymywania warstw. Modyfikacja powierzchni implantow metalicznych jest
obecnie nieodzownym zabiegiem, a na tym tle, ze wzgledu na przyspieszanie uwalniania
jonéw wapnia, niezwykle atrakcyjnie wygladaja powloki fosforanowe z dodatkiem
weeglanu wapnia. Mozliwosé regulacji dynamiki uwalniania jondw wapnia jest kluczowa
z punktu widzenia wczesne] adhezji i proliferacji komoérek kostnych. Poza tym, staba
zasadowo$é weglanu wapnia pozwala na regulacje pH, poprzez neutralizacje kwasnych

mikro$rodowisk powstajacych wokot implantow, co lagodzi stany zapalne.



Obecnie istniejg dziesigtki réznych metod otrzymywania warstw na podiozach
metalicznych, niemniej jednak wiekszoé¢ z nich, ze wzgledu na swojg specyfike oraz
ograniczong trwatos¢ termiczng weglanu wapnia, nie gwarantuje ofrzymania trwalych
warstw fosforanowo-weglanowych o zalozonym skiadzie fazowy. W tym zakresie wiele
zalet posiada metoda PEO pozwalajgca na otrzymywanie chemicznie réznorodnych,
niezwykle trwalych, wielowarstwowych powlok bez koniecznosci ich obrobki po
osadzeniu. Ponadto, krotkotrwaly 1 zlokalizowany charakter mikrowyladowan
plazmowych w trakcie procesu pozwala na wiaczanie do warstw faz wrazliwych
termicznie - np. weglanu wapnia. Oczywidcie metoda ta sprawia rowniez wiele
problemow, z ktorych najistotniejsze (poza kosztami) to trudnosci w uzyskiwaniu
jednorodnych powlok na zloronych geometriach. Stad tez, aby osiggnaé sukces
konieczne jest przeprowadzenie zmudnej optymalizacji obejmujacej zardwno dobdr
elektrolitu (sklad chemiczny, ksztalt i wielko$¢ czastek, stezenie, pH, temperatura,
lepkosé) jak i warunkéw przebiegu samego procesu (gestodci pradu, napiecie,
czestotliwosé impulsow, czas trwania). Biorac pod uwage zlozono$é calego procesu oraz
sklad warstw, Autor stwierdzil, Zze z punktu widzenia rozprawy kluczowe jest
opracowanie odpowiednich konfiguracji kapieli, ktore umozliwia jednoczesna aktywacje
i inkorporacje zarowno weglanu wapnia, jak i fosforanow. Aby to osiggngé konieczna
jest szczegdlowa znajomosé zardwno proceséw zachodzacych na elektrodach jak
i mozliwych odziatywan w kapieli w ukladzie weglan wapnia — fosforany.

Z przegladu literatury wynika, ze wielkosc, ksztalt i forma polimorficzna czastek
weglanu wapnia zawieszonych w kapieli sa kluczowe z punktu widzenia calego procesu.
W zwigzku z tym w dalszej czgéei podwigecono wiele uwagi metodom otrzymywania
weglanu wapnia, Po dokonaniu krytycznej oceny Autor stwierdzil, ze najbardziej
odpowiednia, z uwagi na: prostote, otrzymywanie stabilnych zawiesin, mozliwos¢
regulacji wielkodci czgstek oraz czystosé jest metoda karbonatyzacji.

W ostatnich podrozdziatach wstepu przedstawiono opis uzytych w pracy metod
badawczych w celu charakterystyki skiadu chemicznego, struktury, mikrostruktury
i wybranych wiasnosci uzytkowych otrzymanych warstw oraz charakterystyki kapieli
uzywanych w trakcie procesu PEO.



Podsumowujge, z przedstawionych w calym rozdziale informacji jasno wynika
istotnos¢ zaproponowanej tematyki jak rowniez latwo mozna zrozumie¢ czym kierowal
sie Autor przy wyborze materialéw, metod ich otrzymywania oraz metod badawczych.

Zasadniczg czes¢ rozprawy doktorskiej, obejmujgca ponad 65 % tekstu, stanowig
rozdzialy 2-5 opisujgce cele pracy, przeprowadzone eksperymenty oraz interpretacje
wynikow badan.

Na podstawie analizy literatury Autor sformulowal cel prowadzonych badar
(rozdzial 2), ktorym bylo opracowanie i otrzymanie odpornych na korozje,
bioaktywnych 1 funkcjonalnych warstw (na podiozach tytanowych) zawierajgcych
weglan wapnia i hydroksyapatyt, otrzymywanych metods PEO.

W pierwszym rozdziale czesci doswiadczalnej (rozdzial 3) przedstawiono
szezegolowy opis wszystkich procedur eksperymentalnych prowadzacych do uzyskania
zaplanowanych materialow oraz ich wieloaspektowej charakterystyki. Analiza tego
rozdziatu pozwala uswiadomic sobie zlozonosc i czasochtonnosé tych eksperymentéw.

Kluczowy w calej rozprawie rozdzial 4 zawiera szczegélowa analize uzyskanych
wynikow badan. Autor podzielit caly rozdzial na trzy czesci obejmujace kolejno:
I) analizg wplywu réznych zmiennych na przebieg procesu PEQ w elektrolitach
weglanowych i fosforanowych, II) analize wplywu krystalicznodci czastek fosforanow
oraz I} otrzymywanie docelowych powlok w ukladzie weglan wapnia -
hydroksyapatyt. Takie metodyczne podejscie, polegajace na stopniowej analizie
wybranych czynnikéw, uwazam za niezwykle logiczne i uzasadnione z uwagi na
mnogosé¢ czynnikow majacych wplyw na otrzymywanie warstw metoda PEQ, zwlaszcza
z udziatem czastek statych w kapielach.

W pierwszej kolejnosci przeprowadzono proces optymalizacji  kapieli
fosforanowych. Szezegdlowa analiza wplywu stezenia, przewodnoséci oraz pH dla trzech
roznych soli fosforanowych, na mikrostrukturg otrzymywanych warstw wykazala, Ze
kazdorazowo otrzymywano warstwy o korzystnej mikrostrukturze, co jednoznacznie
wskazuje na ich uzytecznosé. Niemniej jednak z praktycznego punktu widzenia do
dalszych badan wytypowano NazHPOs, gdyz sposrdd trzech analizowanych zapewnia

stabilnoéé chemiczna weglanu wapnia oraz hydroksyapatytu.



W kolejnym kroku przystapiono do analizy wplywu stezenia oraz stosunku
weglandow do innych rozpuszezalnych skladnikéow kapieli (na bazie wybranego
wezedniej fosforanu) na mikrostrukturg otrzymywanych warstw. Na podstawie
przeprowadzonych eksperymentéw stwierdzono, Ze jony weglanowe obecne w kapieli
dzialaja jako pochlaniacze energii mikroluku podczas nagrzewania w strefie
wyladowania, gléwnie na skutek rozktad CO3*~ — COa. Uwalniany gaz zmienia lokalna
faze plazmy i tym samym obniza temperatur¢ kanatu, co w konsekwencji prowadzi do
zaburzania przebiegu calego procesu. Na tej podstawie wyciggnigto ogdlny wniosek
dotyczacy ,gaszenia” plazmy przez weglany (niezaleznie od ich Zréla), co prowadzi do
otrzymywania mniej porowatych i ciefiszych warstw, Niemniej jednak wykazano, ze to
niekorzystane zjawisko nie ma wiekszego znaczenia przy umiarkowanych stezeniach
jonow weglanowych w kapielach.

Niemniej istotnym bylo wykazanie braku przydatnosci komercyjnie dost¢pnych
czastek weglanu wapnia do zaplanowanych eksperymentéw. Wynika to
z nieodpowiednich rozmiardw czastek wynoszacych srednio okolo 50pm, co znaczaco
przekracza optymalne rozmiary w granicach 500nm - 3um. W zwigzku z tym,
w kolejnych etapach pracy, konieczne okazalo sig zaplanowanie i przeprowadzenie
syntezy czastek weglanu wapnia o odpowiednich rozmiarach i morfologii. Jest to jak
najbardziej logiczne posunigcie, gdyz dobdr wielkosei i morfologii czastek jest
kluczowy dla zapewnienia odpowiednich warunkdw procesu PEO. Uzyte czastki muszg
by¢ wystarczajaco duze, aby zminimalizowaé szybkie topnienie i mozliwe przemiany
fazowe weglanu wapnia, a jednoczesnie wystarczajagco male, aby byly poréwnywalne
z wymiarami tworzgeych sie w warstwie porow.

W drugiej czeéci rozdzialu 4 przeprowadzono szczegélows analizg wplywu
krystalicznos¢ czastek fosforanowych na mikrostrukture i wybrane wiasnosei fizyko-
chemiczne warstw otrzymywanych na czystym tytanie oraz stopie Ti6Al4V.
Przeprowadzanie tej analizy jest réwniez jak najbardziej uzasadnione, gdyz z punktu
widzenia bioaktywnych powtok, krystalicznoéé odgrywa niezmiernie istoing rolg
w kontrolowaniu zardéwno kinetyki degradacji, jak i szybkosci osteointegracji. Na

wstgpie przeprowadzono kompleksowa charakterystyke wybranych proszkow tj.



komercyjnego, krystalicznego hydroksyapatytu (HA) oraz amorficznego fosforanu
wapnia (TCP) otrzymanego na drodze klasycznego strgcania na mokro. Przeprowadzone
testy wykazaly, ze wiasciwosci badanych materiatdéw korelujg z ich krystalicznoscia
ardznice w wielkosé czastek 1 innych kluczowych parametrow sg pomijalne. Wykazano
rowniez, ze zawiesiny przygotowane z tymi czgstkami wykazywatly niemal identyczng
przewodnos$é elektryczna 1 stezenia jondw wapnia. W zwigzku z tym zalozono, ze
jedynym parametrem, majacym wplyw na jakosc otrzymywanych warstw, bedzie
krystalicznoéci fazy fosforanowej z pominigciem wplywu pozostalych parametrow
czastek i zawiesin.

Kompleksowa analiza mikrostruktury 1 wybranych wlasnodei fizyko-
chemicznych warstw otrzymanych z uzyciem kapieli zawierajacych HA i TCP pozwolita
stwierdzié, e obecnoéé czgstek fosforanéw w dowolnej formie znaczgco wplywa na ich
mikrostrukture. Wykazano rowniez roznice w zachowaniu sig czasteczek fosforanow
wynikajace z ich krystalicznosci - amorficzne czagstki TCP gromadzity sie gldéwnie na
powierzchni powlok, podczas gdy krystaliczne czastki HA byly w przewazajacej mierze
wilgczane do srodkowych warstw otrzymywanych powlok. Zjawisko to logicznie
powiazano z rdznicami w rozmiarze oraz morfologii czgstek i nastepnie odniesiono do
zauwazonych roznic w chropowatosci 1 zwilzalnosci. Powloki otrzymane
z wykorzystaniem amorficznego TCP charakteryzowaly sie lepsza zwilZzalnoscia,
zwickszona mikrochropowatosci przy zmnigjszone] catkowite] porowatosci, co
przypisano charakterystyce powierzchni amorficznych czastek TCP, ktora ulatwia ich
bardziej aktywna inkorporacje do warstw powierzchniowych. Autor stwierdzil, ze
wlaczenie tych czastek do elektrolitow wydaje sig korzystniejsze dla poprawy
whasciwosei biologicznych powlok, gdyz nalezy spodziewad sie, ze takie modyfikacje
beda skuteczniej promowad adhezje, przyleganie i proliferacje komorek, co ostatecznie
doprowadzi do lepszej osteointegracji. Co wigcej wykazano, ze wigczenie czastek
amorficznych do elektrolitu prowadzi do =znacznego wzrostu zawartodci wapnia

w otrzymywanych powlokach, co jest korzysine z punktu widzenia bioaktywnosci.



Podsumowujgc tg cze$¢ rozprawy nalezy jednoznacznie stwierdzié, ze
krystalicznosé czastek trzeba traktowaé jako jeden z giéwnych parametréw majacych
wplyw na whasnodci funkcjonalne powlok PEO.

Trzecia czes¢ rozdzialu 4 poswiecona jest otrzymywaniu i charakterystyce
docelowych powlok PEO otrzymywanych na bazie fosforanowego -elektrolitu
z zawieszonymi czgsteczkamil weglanu wapnia. Ta prosta strategia wspolosadzania
zakladajaca interakcje weglanu wapnia z elektrolitem fosforanowym jest interesujaca
z punktu widzenia otrzymywania powlok w ukladzie CC-HA, gdyz z definicji eliminuje
potrzebg oddzielnej syntezy czgstek HA, ich oczyszezania i dodatkowego zawieszania,
co znaczgceo upraszeza caly proces.

Aby otrzymaé¢ zaloZzone powloki w pierwsze] kolejnosci przeprowadzono
optymalizacje trzech kluczowych parametrow 1tj. stezenia wybranego wezeéniej
elektrolitu fosforanowego, stezenia zawieszonych czgstek CC oraz przylozonego
napiecia. Przeprowadzone eksperymenty z wykorzystaniem elektrolitow fosforanowych
o roznym stgzeniu wykazaly, Ze optymalne, z punktu widzenia przebiegu procesu
(poziom przewodnictwa, topienie powierzchni) i jakosei otrzymywanych warstw
(wielkos¢ 1 rozkiad porow), jest stezenie na poziomie 46 mM Na:HPQs. W kolejnym
kroku, dla tak dobranego stezenia elektrolitu zoptymalizowano stezenie CC
w zawiesinie na poziomie 60-65 mM oraz przvkiadane w trakcie procesu PEO napiecie
na poziomie 440460 V.

W dalszej czesel wiele uwagi podwiecono procesowi otrzymywania czgstek CC
metoda karbonatyzacji oraz docelowych kapieli roboczych w ukladzie CC-HA, przy
zoptymalizowanych wezeéniej stezeniach (elektrolitu i CC) oraz rozmiarach czgstek CC.
Aby swiadomie zaprojektowac i otrzymac docelowsg zawiesing w ukladzie CC-HA,
konieczne bylo przeanalizowanie mozliwych odzialywan pomigdzy czastkami CC
1 fosforanowym elektrolitem. Przeprowadzone z duzym rozmach eksperymenty z analiza
wielu zmiennych i wykorzystaniem wielu zaawanasowanych metod badawczych
pozwolily nie tylko przeanalizowaé wspomniane oddzialywania, ale co najwazniejsze
zaproponowac ich mechanizmy. Autor stwierdzil, Ze napedzane sa one glownie przez

dwa réwnolegle mechanizmy: chemisorpcje na powierzchni czastek CC oraz



rozpuszezanie-stracanie, przy czym ten ostatni dodatkowo napedza heterokoagulacje CC
z wspolstracanymi czastkami HA.

Kolejnym etapem pracy byla analiza procesu PEQ oraz otrzymywanych warstw
w ukladzie CC-HA. Analiza SEM przekrojow poprzecznych wykazala typowy
dwuwarstwowy charakter powlok tj. zwartg warstwe wewngtrzng (kilku mikrometrow)
oraz znacznie grubszg porowatg warstwe zewnetrzng zawierajacg zardwno zamknigte,
jak 1 otwarte pory. Oprocz tego wykazano obecnos¢ dodatkowej cienkiej warstwy
barierowej (kilkaset nanometrow) na granicy faz metal/tlenek powstajacej podczas
poczatkowych etapéw utleniania. Przeprowadzona analiza rozkiadu pierwiastkow
jednoznacznie wykazata wbudowanie zaréwno czastek CC jak 1 HP na calej glebokosci
warstwy. Potwierdzenie tych obserwacji z uszczegolowieniem rozkladu poszezegdlnych
faz, w tym réwniez fazy TiO., uzyskano na podstawie zaawansowanych badan
Ramanowskich z wykorzystaniem mapowania glebokosciowego. Wszystkie te badania
pozwolily na podjgcie proby okreslenia mechanizmu wzrostu warstw, Jest to zadanie
niezwykle skomplikowane, gdvz czasteczki fazy stalej wywoluja roéfnego rodzaju
interakcje, ktore znaczgco wplywaja na wyladowania i wbudowywanie substancji
chemicznych w powlokg. Aby ulatwi¢ to zadanie analize wzrostu docelowych warstw
przeprowadzono w odniesieniu do warstw bez czastek stalych. Autor wykazal, ze proces
formowania powlok CC-HA skiada sig z czterech etapéw: [ — przebicie i formowanie sie
warstwy poczatkowe] wraz z zapoczatkowaniem inkorporacji fosforu 1 wydzielania gazu
anodowego kontynuowanego przez caly proces. Ten etap jest praktycznie identyczny jak
w przypadku ukladu niezawierajacego czgstek stalych tj. bez wlaczenia czastek stalych
zuwagi na brak dostepnych srednich i/lub duzych pordw. I1 - poczatek wigczenia
czastek. Na tym etapie najmniejsze czastki CC-HA zostaly osadzone w rosnacej matrycy
tlenkowej, podczas gdy wicksze czastki zaczely przylegaé do powierzchni lub
czesciowo wnikaé. Jednakze, catkowite wlaczenie tych wiekszych czastek bylo
ograniczone przez weigz umiarkowana energie wyladowan. III - pelnoskalowe
wbudowywanie czastek i dywersyfikacja strukturalna. Nasilenie mikrowyladowan
umozliwilo wbudowywanie zawieszonych czastek CC-HA w calym spektrum

rozmiardw. I'V - dojrzewanie strukturalne majace kluczowe znaczenie z punktu widzenia



charakterystyki poréw, a wynikajgce z czesciowego zamykania sie porow
powierzchniowych spowodowane lokalnym stopieniem 1 ponownym zestaleniem. Na
tym etapie nastgpowal réwniez czg$ciowy rozkiad termiczny HA, ktéremu potencjalnie
towarzyszyly  przemiany  fazowe,  skutkujace  skurczem  objetosciowym
i przegrupowaniem strukturalnym w powloce.

W celu uzupelnienia charakterystyki warstw powierzchniowych przeprowadzono
dodatkowo badania z wykorzystaniem XRD 1 XPS. Badania te pozwolily na okreslenie
zarowno stopnia krystalicznodci jak i rodzaju faz fosforanowych | weglanowych.

Podsumowujgc wykazano, #e zaproponowane procedury pozwalajg na
wprowadzenie weglandw do warstw PEQ. Wprowadzenie do elektrolitow
fosforanowych czasteczek CC prowadzi do otrzymywania znacznie grubszych warstw
0 zmnigjszone] ogolne) porowatoscl oraz zmiany w strukiurze pordw i), obecnosc
wigkszych mikroporow wypelnionych odpowiednimi osadami. Zmnigjszona ogolna
porowato$é oraz wzrost grubodci warstwy (okolo trzykrotny) sa korzystne z punktu
widzenia odpomodci na korozje, natomiast szeroki rozklad wielkodci porow jest
korzystny z punktu widzenia implantologii, gdyz zapewnia miejsca nukleacji, adsorpcji
biatek, tym samym ulatwiajge jednoczesnie adhezje i przylaczanie komorek.

Koncowym etapem pracy bylo okreslenie wiasnosci fizyko-chemicznych
otrzymanych warstw z punktu widzenia ich przeznaczenia. W pierwszej kolejnosci
przeanalizowano kinetyke¢ uwalniania jondéw wapnia w PBS. Na podstawie
przeprowadzonych testéw mozna stwierdzié, ze wprowadzenie czastek CC pozwala
stymulowad/kontrolowaé iloé¢ i dynamike uwalnianych jondw wapnia, zwlaszcza na
newralgicznych poczatkowych etapach procesu. Jest to niezmiernie istotne, gdyz ciggla
obecnodé jondéw wapnia w Srodowisku zewnatrzkomdrkowym odgrywa kluczows rolg
we wszystkich fazach ostecintegracyi.

Kolejnymi kluczowymi parametrami powlok sa odpornodé na korozje oraz
przyczepnos¢ do podloza. Przeprowadzone badania odpornosci na  korozje
z wykorzystaniem EIS i PDP, wykazaly znaczgcg poprawg odpornodei tytanu na korozje
po zastosowaniu powlok PEQ, zwlaszeza w przypadku uzycia czastek CC-HP. Z kolei



przeprowadzone testy zarysowan powlok z ukladu CC-HA nie wykazaly spadku ich
przyczepnosci pomimo wprowadzenia, z natury kruchych, czasteczek CC-HA.

Ostatnim etapem pracy byla ocena biozgodnosci, bakteriobdjezodei oraz
potencjatu zeta powierzchni otrzymanych powlok. Przeprowadzone testy wykazaly, ze
powierzchnia modyfikowana CC-HA (w stosunku do materiatéw referencyjnych)
wykazywala ciagly werost proliferacji komdrek od 1 do 7 dnia testu, co logicznie
powiazano ze zwigkszong zawartoscia wapnia wynikajaca z wprowadzenia CC, co
stymuluje adhezje i wzrost komdrek. Wspomniane juz stale uwalnianie jonéw wapnia i
fosforanow z powierzchni przyczynia si¢ do obserwowanej poprawy aktywnosci
komdrkowe]. Przeprowadzone testy adhezji bakteryjnej powloki modyfikowane] CC-HA
wykazaly, ze nie posiadaja one cech antybakteryjnych, ale jednoczesnie nie nasilaja
kolonizacji bakteryjnej w poréwnaniu 2z powierzchniami niepowlekanymi lub
powlekanymi konwencjonalnie. Wyznaczony potencjal zeta powloki CC-HA (ok -22
mV) przy fizjelogicznym pH jest umiarkowanie ujemny, co jest zakresem ogoélnie
uwazanym za korzystny dla implantéw biomedyecznych, gdyz poprzez odzialywania
elektrostatyczne przyciaga osteoblasty nie doprowadzajac do splaszczenie blony
komoérkowej Iub uwigzienia komorek.

Podsumowujgc mozna stwierdzi¢, ze modyfikacja czgsteczkami CC-HP
korzystnie wplywa na wigkszos¢ kluczowych parametréw uzytkowych powlok PEO.

Rozprawa doktorska konczy sig krotkim, ale bardzo tresciwym podsumowaniem
(rozdziat 5).

Oceniajge calodé pracy nalezy stwierdzié, e stanowi ona bardzo oryginalne,
gleboko przemyslane 1 calosciowe podejscie do projektowania, otrzymywania oraz
badan nad funkcjonalizacjg powierzchni implantéw tytanowych poprzez otrzymywanie
metodg plazmowego utleniania elektrolitycznego powlok na bazie hydroksyapatytu
iwgglanu wapnia. Szczegolowy opis przeprowadzonych eksperymentéw 1 bardzo
klarowny sposob interpretacji uzyskanych wynikéw badan wskazujg na bardzo dobre

przygotowanie Doktoranta zaréwno w zakresie chemii jak i inzynierii materialowe;j.



Recenzowano praca, jak kazda tego typu praca, zawiera oczywiscie kilka
drobnych wad i niezrecznych sformulowan. Z powazniejszych uwag redakeyjnych,
merytorycznych i polemicznych wymienitbym nastepujace:

1) Co Doktorant rozumie pod pojeciem mikrostruktury i struktury? W pracy pojecia te
uzywane s3 zamiennie. Jednak wedhug mnie nie 53 to pojecia tozsame.

2) W spektroskopii oscylacyjnej (Raman, FTIR) zawsze nalezy uzywad pojecia pasmo
a nie pik.

3) Strona 68, 69 i 70 ,,(Examining... ... ... " — powtorzone trzykrotnie cale akapity ze
strony 67777 To chyba jakis blad przy koticowym redagowaniu tekstu.

4) Do badan XRD otrzymanych powlok korzystniejsze byloby wykonanie badan
w ukladzie GID-XRD. Taki uklad pozwolilby na zbadanie warstwy powierzchniowej
przy jednoczesnej minimalizacji wphywu podloza.

4) Czy przy pomiarach kata zwilzania pojawialy sie problemy z rejestracjg wynikajace
z wysokiej porowatosci badanych warstw?

5) Przeprowadzenie dodatkowych pomiarow kata zwilzania z uzyciem dijodometanu,
w polaezeniu z otrzymanymi w pracy wynikami badan dla wody, pozwoliloby obliczyé
swobodng energie powierzchniowa, bgdaca miarg oddziatywania podloza statego
Z cieczg zwilzajaca material.

6) Do oceny porowatosci otrzymanych warstw wykorzystano zdjecia SEM
z odpowiednia analiza statystyczng. Oczywiscie na tej podstawie moZzna wyciagnac
wiele intersujgeych wnioskéw, ale w moim przekonaniu obarczona jest dod¢ duzym
bledem. Proszg zaproponowaé bardzie] precyzyjna metodg pozwalajacg okreslic
zarowno catkowitg porowatosé jak i rozklad wielkodel porow.

7y W pracy duzo uwagi i czasu poswigccono syntezie czgstek weglanu wapnia
o odpowiednich rozmiarach. Czy brano pod uwage zakup dostgpnych komercyjnie
czastek i domielenie do odpowiednich rozmiaréw?

8) Na stronie 74 czytamy ,.ddditional weaker signals detected in the 860-880 cm™ and
13501650 cm™ regions suggested the presence of carbonates within the molecular

structure of both CaPs” To stwierdzenie jest w wigkszosci prawdziwe, jednak drugi



z podanych zakresdw jest zbyt szeroki bowiem pasmo przy ok. 1640 cm™! zwigzane jest
z draniami zginajacymi wigzan O-H w czgsteczkach wody, a nie grupami weglanowymi.
9) Co Autor ma na mysli piszac ...smoother appearance of the vibrational signals”.
W spektroskopii oscylacyjnej zawsze postugujemy si¢ pojeciem szerokosci potowkowej.
10} Do analizy skladu chemicznego poszczegdlnych warstw w rozdziale 4.2 korzystne
bytoby przedstawienie map rozkladu poszczegolnych pierwiastkow.

11) Na stronie 115 przedstawiono reakcje prowadzace do utworzenia warstwy. W opisie
Autor stwierdza, ze rownanie 14 przedstawia utlenianie, a rdwnania 15 i 16 wydzielanie
gazow — czy aby na pewno?

12) Na stronie 122 czytamy .JXRD oferuje uzupelniajgee zalety spektroskopii Ramana
w identyfikacji faz, w szczegdlnosci w rozrdznianiu roinych faz CaP ze wzgledu na ich
odrebne sygnatury krystalograficzne”™ Nie do kofica zgadzam sig z tym stwierdzeniem,
gdyz wickszos¢ fosforandw ma bardzo podobne rentgenogramy.

13) Prosze pokusié sie o oceng perspektywy praktycznego wykorzystania otrzymanych
warstw w kontekscie szeroko rozumiane] implantologii.

Wymienione przeze mnie drobne potknigcia w Zadnym stopniu nie umniejszaja
mojej bardzo wysokiej oceny recenzowanej pracy. W tym migjscu checiatbym rowniez
podkresli¢ bogaty, jak na ten etap kariery, dorobek naukowy Pana mgr Vladlensa
Grebnevsa.

3. Whniosek koncowy

Opiniowana praca spelnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom
doktorskim okreslone w ustawie Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce z dnia 20
lipca 2018 r. (Dz. U. 2018 poz. 1668) i na tej podstawie wnioskuje o dopuszezenie Pana
mgr Vladlensa Grebnevsa do publicznej obrony rozprawy doktorskie).

7 uwagi na bardzo wysoki poziom naukowy recenzowane] rozprawy, jak
réwniez bogaty dorobek naukowy Doktoranta, poparty publikacjami w renomowanych

czasopismach naukowych, zglaszam wniosek o wyrdznienie pracy.

Podpisano odrecznie przez autora



