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Wstep

Wspobiczesna inzynieria biomateriatow pozwala na ciggly rozwdj medycyny miedzy innymi
w zakresie implantow medycznych, ktorych celem jest utatwienie i umozliwienie normalnego
funkcjonowania ludzi dotknigtych dysfunkcjami. Jednym z wazniejszych kierunkoéw
prowadzonych prac jest projektowanie implantéw ortopedycznych, ktérych ciagly rozwoj
spowodowany jest koniecznoscig reagowania na potrzeby osob dotknigtych osteoporoza, czy
tez ofiar wypadkéw komunikacyjnych. W zwigzku z tym duze wyzwanie stanowi obecnie
otrzymywanie funkcjonalnych pokry¢ spetiajacych wymagania stawiane biomateriatom
w zakresie wilasciwosci fizykochemicznych, uzytkowych i spetniajacych jednoczesnie rolg
bioaktywnych czynnikow stymulujacych do zastosowan w coraz to bardziej wymagajacym
srodowisku organizmu.

Jedng z szerzej stosowanych grup materiatow w aplikacjach ortopedycznych stanowig
metale i ich stopy, zwykle na bazie tytanu, ktore charakteryzuja si¢ dobra biokompatybilnoscia
z tkankg kostng. Jednak niejednokrotnie, przez niewystarczajace dopasowanie parametrow
mechanicznych do tkanki kostnej, powodujg one ekranowanie naprezen i W rezultacie
konieczno$¢ ponownych implantacji. Pewng alternatywa dla konwencjonalnych stopéw metali
jest stop NiTi, ktory ze wzgledu na superelastyczno$¢ wykazuje znacznie lepsza biozgodnosé
mechaniczng z tkankg kostng. Nitinol, z uwagi na uzyskanie szeregu pozadanych wlasciwos$ci
dla zastosowania dla ortopedii, w tym ograniczenia obecnosci alergennego niklu oraz
zachowania funkcjonalno$ci powierzchni w zakresie odpowiedzi biologicznej i ochrony przed
korozja, wymaga modyfikacji powierzchni. Pozadanym réwniez dla tych aplikacji jest
uzyskanie chropowatosci powierzchni wspomagajacej proces osteintegracji, przez co zespot
stawianych wymagan w zakresie wtasciwos$ci uzytkowych wszczepu stanowi duze wyzwanie
dla naukowcow.

Z drugiej strony aktualny stan wiedzy w zakresie inzynierii powierzchni pozwala na
intencjonalng implementacje procesow i modyfikacje powierzchni prowadzacg do zmiany
funkcjonalnych parametréw materialow dla bioinzynierii. W tym konteks$cie modyfikacje
powierzchni stopu NiTi mogg stanowi¢ procesy obrobki mechanicznej, termicznej lub
trawienia chemicznego. Ostatni z wymienionych procesOw wptywa skutecznie nie tylko na
parametry powierzchni takie jak chropowatos¢, czy parametry zwilzalnosci, ale rowniez jest
w stanie skutecznie zmienia¢ jej reaktywno$¢ poprzez tworzenie warstw pasywacyjnych,
np. ztozonych z tlenkéw metali. Proces trawienia chemicznego jest rowniez istotnym etapem

przygotowania powierzchni w kontekscie jej modyfikacji z otrzymaniem powlok. Modyfikacja



stopu poprzez uzyskanie pokry¢ pozwala na dodatkowe zabezpieczenie materiatu, jak rowniez
uzyskanie na tej drodze dodatkowych funkcjonalnosci, zwykle pozadanych w nowoczesnych

biomateriatach.

Powtloki, poza wymaganiami opisanymi dla powierzchni biomateriatu metalicznego, moga
réwniez petni¢ rolg¢ mobilizujacg komorki organizmu do wzmozonej proliferacji i szybszej
adaptacji wszczepu, wykazywaé wiasciwosci antybakteryjne niezbedne do ograniczenia
skutkow zapalen 1 zakazen po implantacji oraz peti¢ funkcje no$nikow lekéw. Do grupy
pokry¢ mogacych spelia¢ znaczng wigckszos¢ wymienionych wymagan nalezg biopolimery,
czyli polimery uzyskane ze zrodet naturalnych. Najbardziej reprezentatywnym przyktadem
takiego materiatu jest chitozan, ktory sam w sobie spelnia wymogi do stosowania go jako
biozgodnego z tkanka kostng. Ponadto wykazuje on (w ograniczonym zakresie) dziatanie
antybakteryjne oraz charakteryzuje si¢ wymagang chropowatoscig i zwilzalnoscig w kontakcie
z tkanka kostng, co ostatecznie wplywa na korzystne warunki do wzmozonej proliferacji
komorek na jego powierzchni. Jednakze w kontekscie uzyskania dodatkowo przez warstwy
chitozanu dziatania bioaktywnego, umozliwiajacego poprawe wiasciwosci antybakteryjnych
oraz pelienia roli matrycy dla terapeutyku o kontrolowanej kinetyce jego uwalniania,
wymagana jest jego dalsza modyfikacja. Przyktadowo procesy te moga nastgpowaé poprzez
wlaczenie w jego strukture nanoczastek metali, ktore wykazujg dzialanie antybakteryjne, a ich
stezenie moze by¢ dodatkowo kontrolowane w czasie poprzez zaplanowany system dozowania.
Do takich nanomaterialdbw naleza m. in. nanoczastki zlota, srebra oraz miedzi, ktore
charakteryzuja si¢ dziataniem bakteriostatycznym 1i/lub bakteriobojczym, na ktore
(w przeciwienstwie do antybiotykow) bakterie nie wykazuja tendencji do wyksztalcenia
opornosci. Istotnym celem w tym Kierunku jest rowniez dbalo$¢ o precyzyjne dozowanie
czynnikow bioaktywnych w postaci nanoczastek, nie tylko w celach terapeutycznych, ale
roOwniez w trosce o ograniczenie stosowania zbyt wysokich stezen nanoczastek, ktore moga

w konsekwencji akumulowac si¢ w organizmie.

Niniejsza praca doktorska przedstawia kolejne, intencjonalne etapy modyfikacji
powierzchni stopu NiTi, umozliwiajace w konsekwencji uzyskanie materialu
spelniajacego wymagania stawiane biomaterialom, jednoczesnie 0 wzmozonym dzialaniu
bioaktywnym. W tym zakresie w czgsci eksperymentalnej pracy zaproponowano m.in. procesy
wstepnej obrobki stopu w srodowiskach chemicznych, prowadzace do ograniczenia udziatu
wolnych metali na powierzchni tego stopu, przy zachowaniu pozadanych parametrow

powierzchni do otrzymania w kolejnym etapie warstw na bazie chitozanu modyfikowanego



nanoczastkami ztota, srebra i miedzi. Uzyskane nanomateriaty wytwarzano dwoma technikami,
w tym na drodze redukcji chemicznej oraz w reaktorze z dzialem magnetronowym
w atmosferze gazu obojetnego. Uzyskane struktury zanalizowano z wykorzystaniem typowych
metod dla inzynierii powierzchni oraz badan biomaterialéw. Szczegolng uwage zwrocono na
budowg, topografie, wlasciwos$ci korozyjne, cytotoksycznos$¢ i antybakteryjnos¢ powierzchni,
ale 1 rowniez kinetyke uwalniania czynnikow bioaktywnych, a otrzymane rezultaty oraz

wnioski opisano w niniejszej pracy doktorskiej.



Czesc teoretyczna

1. Biomaterialy metaliczne z pamiecia ksztaltu

Na przestrzeni ostatnich dekad definicja biomateriatow ewoluowata, dostosowujac si¢ do
aktualnego stanu wiedzy i nauki, najnowszg definicje zaproponowano podczas Definitions in
Biomaterials Conference w Chengdu (Chiny), w 2019 roku. Zgodnie z nig jest to materiat
zaprojektowany w taki sposob, aby poprzez jego interakcje z srodowiskiem organizmu, mozna
byto kierowa¢ przebiegiem dowolnej procedury terapeutycznej lub diagnostycznej [1].
Wspomniana definicja okresla bardzo ogdlnie wymagania, ktére sg stawiane biomateriatom,
jednakze podkresla dwie najwazniejsze cechy kazdego z nich. W pierwszej kolejnosci jest to
zwrdcenie uwagi na ,,interakcje z zywymi systemami”, ktore sg bezposrednim nawigzaniem do
spetnienia wymogu biokompatybilnosci, czyli braku ograniczenia funkcjonowania komoérek
wlasciwych dla miejsca zastosowania biomateriatu, w tym braku dzialania toksycznego w
trakcie i po procesie implantacji [2]. Drugim aspektem jest zaznaczenie intencjonalno$ci
wprowadzenia biomateriatu, ktory ma determinowa¢ przebieg procedury terapeutycznej lub
diagnostycznej. W konsekwencji poszerza to liste wymagan stawianych tym materiatom, ktore
powinny by¢ dostosowane do specyfiki srodowiska implantacji [3]. Zgodnie z opisanymi wyzej
postulatami implanty ortopedyczne stawow, do ktorych zalicza si¢ m. in. protezy stawu
biodrowego 1 kolanowego, rowniez charakteryzujg si¢ specyficznymi wymaganiami
ukierunkowanymi na jak najdluzszy czas zycia w organizmie [4]. Ponadto wytyczne te
zwigzane sg takze ze stopniem skomplikowania operacji endoprotezoplastyki, kosztem
implantu, potencjalnym ryzykiem infekcji oraz komfortem zycia pacjenta [5,6].

Grupe materiatdéw, szeroko stosowang w ortopedii, stanowig biomaterialy metaliczne,
charakteryzujace si¢ szeregiem wiasciwosci uzytkowych wyrdzniajacych je na tle polimerow,
materiatow ceramicznych i kompozytow. Implanty wykonane z metali i ich stopéw odznaczajg
si¢ zwykle jednorodno$cig sktadu chemicznego, stosunkowo wysoka wartoscia modutu
Younga (E), odpornos$cig na zuzycie $cierne, biozgodnoscia z tkanka kostng (takze
hemokompatybilnoscig), zwykle dobrymi wiasciwoséciami elektrochemicznymi, odpornoscia
na korozje oraz stosunkowo niskim kosztem produkcji [7]. Obecnie najszerzej stosowane
metale implantologiczne to stal 316L, stopy kobaltu, stopy tytanu oraz stopy tantalu [8].

Warto doda¢, ze niektére z tych cech moga rowniez stanowi¢ niepozadane interakcje
w procesie implantacji jak 1 funkcjonalnos$ci wszczepu. Do takich wlasciwosci zalicza si¢
mig¢dzy innymi zbyt wysokie warto$ci modutu Younga i granicy plastycznosci (c0.2), CO moze

w rezultacie prowadzi¢ do efektu ekranowania naprgzen 1 tym samym naturalnej
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demineralizacji kos$ci, zwigkszajac ryzyko ponownego urazu [9,10]. Na Rysunku 1.1.
przedstawiono porownanie wartosci modulu Younga oraz granicy plastycznosci dla

wybranych stopow metali stosowanych w implantologii oraz tkanki kostnej.
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Rys. 1.1. Zestawienie wartosci: @) modutu Younga i b) granicy plastycznosci, dla réznych grup stopow
wykorzystywanych w implantologii (opracowanie wiasne na podstawie [2,11-20], odchylenie wartosci
parametrow obecne tylko w przypadkach, gdy wartosci bledu byly podane w artykutach naukowych)
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Parametry mechaniczne naturalnej tkanki kostnej przenoszacej obcigzenia w obrgbie
stawow konczyn dolnych charakteryzuja si¢ relatywnie niskimi warto§ciami modutu Younga
oraz granicy plastycznosci, odpowiednio 20 GPa i 140 MPa [12]. Poréwnujac je do wartosci
obecnie stosowanych metalicznych materiatéw implantologicznych mozna stwierdzi¢, ze stal
316L oraz stopy na bazie kobaltu i chromu charakteryzuja si¢ 0 prawie rzad wyzszg warto$cig
modutu Younga, natomiast granica plastycznosci, jedynie w przypadku stali 316L, jest zblizona
do parametréw ko$ci. Znacznie lepsza kompatybilno$cia mechaniczng cechujg si¢ stopy na
osnowie tytanu, ktorych wartosci modutu E i o2 sa odpowiednio o okoto pieciokrotnie
I szeSciokrotnie wyzsze niz w przypadku tkanki kostnej. Pewien wyjatek, 0 wlasciwosciach
bardziej zblizonych do kosci, stanowi stop Ti-23Nb-0.7Ta-2Zr, ktory zaliczany jest do grupy
stopow superelastycznych (ang. superelastic alloys), dla ktérego wcigz prowadzone sg prace
badawcze w zakresie dostosowania jego parametrow uzytkowych dla zastosowan
w bioinzynierii, na przyktad poprzez dodatek azotu [21,22] lub tlenu [23] do struktury stopu.
Ostatnig grupa materiatéw, ktora nie jest jeszcze szeroko stosowana w chirurgii ortopedyczne;j,
sa stopy z pamigcig ksztaltu, charakteryzujace si¢ superelastycznoscia i peseudoplastycznoscia.
Jak zilustrowano na Rys. 1.1, zar6wno nitinol w fazie martenzytycznej, jak i stop Ti-25Ta,
prezentuja parametry mechaniczne na poziomie porownywalnym z tkanka kostng, co czyni je
szczegblnie atrakcyjnymi do aplikacji w ortopedii. Nie bez znaczenia jest rowniez ich
zachowanie w ukladzie dynamicznym, w zakresie analizy wlasciwosci mechanicznych

materiatéw metalicznych - Rys. 1.2.

Rys. 1.2. Schemat ilustrujgcy kierunki naprezen wystepujgcych podczas pracy stawu biodrowego
w przypadku: a) zdrowego stawu biodrowego, b) stawu biodrowego z implantem metalicznym oraz
C) stawu biodrowego z implantem na bazie stopu z pamieciq ksztaltu (opracowanie wiasne)
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Prawidtowo funkcjonujacy uktad kostny stawu, zaprezentowany na Rys. 1.2.a, przenosi
obcigzenia wynikajace z funkcjonowania organizmu i stanowi o wiasciwej ruchomosci
konczyn. Wystepujace wowczas naprgzenia, Nnp. podczas chodzenia, rozkladane sg
roOwnomiernie w objetosci kosci gabczastej, a nastepnie przekazywane na strukture kosci zbite;.
Prawidtowe przenoszenie obcigzen sprzyja regeneracji komorek oraz wiasciwej mineralizacji
kosci [24]. Zaprezentowany z kolei na Rys. 1.2.b uktad kostny z implantem charakteryzuje si¢
zwykle znaczna réznicg w parametrach mechanicznych kosci i implantéw metalicznych, co
w konsekwencji prowadzi do przenoszenia obcigzen niemal tylko przez implant. W rezultacie
znajdujaca si¢ W otoczeniu implantu tkanka kostna nie uzyskuje wystarczajacych obcigzen.
Opisany mechanizm jest niekorzystny i okreslany w literaturze przedmiotu efektem
ekranowania naprezen (ang. stress shield effect) [25]. Z czasem prowadzi to do demineralizacji
tkanki kostnej, podobnie jak podczas osteoporozy [26]. Najczesciej efektem takiego ostabienia
jest ponowne ztamanie kosci lub uszkodzenie tkanki kostnej drugiej konczyny. Dlatego po
wszczepieniu jednego implantu stawu biodrowego, zwykle w perspektywie kilku lat, nastgpuje
rekonstrukcja drugiego stawu [27].

Uniknigcie wyzej opisanych, negatywnych skutkow zastosowania materialdw
o niedostosowanych parametrach mechanicznych jest mozliwe poprzez zastosowanie
odpowiednio zmodyfikowanych stopow. W przypadku najszerzej stosowanej grupy stopow Ti,
wykorzystuje si¢ zwykle wystepowanie dwoch faz tytanu (a oraz ), ktorych udziat jest
odpowiedzialny m. in. za parametry mechaniczne. Wspomniane fazy wymagaja stabilizacji,
ktora jest zapewniana poprzez obecnos¢ pozostatych pierwiastkow w stopie [28]. Zmniejszenie
warto$ci modulu sprezystosci stopu, bardziej dostosowanego do uktadu kostnego, moze
nastgpi¢ poprzez zwigkszenie zawartosci B-stabilizatorow (np. dodatku tantalu, molibdenu lub
niobu) [29] i jednoczesnym zmniejszeniu iloéci a-stabilizatorow (np. dodatku tlenu, aluminium,
germanu, wegla, azotu lub galu) [30,31]. Alternatywe stanowi roéwniez mozliwosé
wykorzystania stopow z pamiegcig ksztattu (np. NiTi, TiTa), ktore cechujg si¢ rowniez
wspomniang  superelestyczno$cia i1 pseudoplastyczno$cig. Wlasciwosci te  oraz
charakterystyczna petla histerezy zalezno$ci naprezenia 0od wydluzenia materialu powoduje
mniejsze przenoszenie obcigzen przez sam implant, co zostato zilustrowane na Rys. 1.2.c
[32,33]. W ponizszych podrozdziatach scharakteryzowano stopy z pamigcig ksztattu, ktore
maja znaczny potencjal aplikacyjny jako materialy do wykorzystania na implanty

ortopedyczne.
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1.1. Stopy na bazie niklu i tytanu

Najszerszg grupa stopow wykazujacg pamieé ksztattu oraz superelastycznos¢ jest rodzina
stopow zawierajagca w skladzie Ni oraz Ti. Wilasciwoséci te wynikaja ze zdolnosci do
termoelastycznej przemiany fazy austenitu o strukturze B2 do jednoskos$nie znieksztatconej
sieci rombowej (B19”) lub blizniaczej przejsciowej romboedrycznej (R) fazy martenzytycznej

[34], ktorych strukturg zilustrowano na Rys. 1.3.

Martenzyt
A |
. Tytan . Nikiel o B19’ ‘..y
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Rys. 1.3. Wykres ilustrujgcy efekt superslastycznosci (czarna linia) oraz efekt temperaturowej pamieci
ksztaltu (linie czerwona i niebieska) wraz z zobrazowaniem towarzyszqcych im zmianom struktury NiTi
(opracowanie wlasne na podstawie [35-37])

Dla wspomnianych stopow to biokompatybilno$¢ i zespot wiasciwosci mechanicznych
stanowig o duzym potencjale aplikacyjnym tych struktur, w tym szerokim wykorzystywaniu
jako stenty w kardiologii. Jednak warto wspomnie¢, ze duzym wyzwaniem w zastosowaniu
materiatdw z udzialem niklu sg wlasciwosci elektrochemiczne i uwalnianie jonow tego
pierwiastka do organizmu pacjenta, co moze wplywaé na odrzucenie implantu oraz reakcje

alergiczne [38].
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1.1.1. Nitinol

Najbardziej perspektywicznym stopem z pamigcia ksztattu do implantacji jest nitinol, dla
ktorego efekt ten wystepuje, gdy zawartos¢ Ni zawiera si¢ w granicach 53+57% at. Stop ten
pamig¢ ksztaltu zawdziecza przemianie martenzytycznej zachodzacej w okreslonych
warunkach temperaturowych (60+100°C), co zobrazowano na Rys. 1.3. Zaprezentowana
struktura austenitu B2 pod wptywem obcigzenia deformowana jest do przejsciowej struktury
zblizniaczonego martenzytu (R), a nastepnie do fazy martenzytu B19’. Pamie¢¢ ksztattu
nastepuje po ogrzaniu materiatu (linia czerwona), ktory wraca do podstawowej struktury
austenitu B2. Natomiast efekt superelastycznosci, zobrazowany linig czarng, charakteryzuje si¢
nieliniowg sprezysto$cig materiatu, ktory poddany obcigzeniu odksztalca si¢ plastycznie,
natomiast po usunigciu obcigzenia wraca do swojego pierwotnego ksztattu [39,40]. Stop ten
charakteryzuje si¢ rowniez stosunkowo niskg, w poréwnaniu do parametréw mechanicznych
kosci, wartoscig modutu Younga (40 + 83 GPa). Charakterystyczny ksztalt petli histerezy,
w uktadzie napr¢zenie — odksztatcenie, obserwowalny dla NiTi [41] jest zblizony do ksztattu
wspomnianej petli dla tkanki kostnej [42]. Do glownych zagrozen zwigzanych
z wykorzystaniem tego stopu w organizmie nalezy wspomniany we wstepie wysoki udziat
alergennego i genotoksycznego niklu [43], co zgodnie z aktualnym stanem wiedzy wiaze si¢

z konieczno$cig dodatkowej modyfikacji powierzchni implantow.

1.1.2. Stopy NiTi domieszkowane srebrem

Domieszkowanie stopéw cechujacych sie pamiecig ksztattu ma zwykle na celu poprawe ich
funkcjonalnosci. Stop NiTi modyfikuje si¢ migdzy innymi srebrem w ilosci do
1% wagowych. [44]. Dodatek ten wptywa korzystnie na biokompatybilno$¢ stopu oraz
aktywnos$¢ antybakteryjng w kontakcie z gronkowcem ztocistym (Staphylococcus aureus) [45].
Dodatkowo srebro ma korzystny wplyw na popraweg parametrow mechanicznych, poprzez
zwickszenie plastycznosci I wytrzymatosci StOpu na rozcigganie [46] oraz odpornosci
korozyjnej [47]. Domieszkowanie stopu NiTi srebrem w iloSci wiekszej niz 1% wag. stanowi
wyzwanie technologiczne zwigzane z réznymi temperaturami topnienia (962 °C) 1 wyzszym
ci$nieniem par tego pierwiastka w poréwnaniu do niklu (1455 °C) oraz tytanu (1668 °C) [48].
Udane proby uzyskania stopu z wyzszg zawartos$cig srebra przeprowadzil i opisat Y.F. Zheng,
et al. [45] wykorzystujac metode topienia lukowego w prozni, z dodatkowym modutem
chtodzacym, osiggajac udzial wagowy tego pierwiastka na poziomie 2.86 %. Kolejne proby

z wykorzystaniem tej metody doprowadzity do uzyskania 4% udzialu wagowego Ag w nitinolu,
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natomiast Autorzy pracy [49] sugeruja, ze wyzszy udzial jest mozliwy do uzyskania przy
zmniejszeniu ilo$ci procesOw topnienia, ktérych mniejsza ilo$¢, w przeciwienstwie do
powszechnie obserwowanego wplywu ilosci cykli topienia, Wplywa pozytywnie na
homogeniczno$¢ stopu. Przyktadowo rezultaty symulacji przeprowadzonych przez Priyang,
et al. [50] okreslaja limit trwatoSci mechanicznej stopu przy dodatku 5% wag. srebra.
Ograniczenie to nie dotyczy natomiast otrzymywania warstw o budowie wspomnianego stopu,
ktére mozna otrzymac¢ technika jednoczesnego napylania magnetronowego z dwoéch zrodet
(ang. co-sputtering). Wykorzystujac te metode C. Zamponi, et al. [51] otrzymali warstwe
TisgNis2AQe, zawierajaca niemal 17% wag. srebra. Warto jednak zaznaczyé, ze nie mozna
bezposrednio porownywacé wiasciwosci materiatow warstwowych (powlok) oraz stopow.
Podsumowujac przywotane prace nalezy zaznaczy¢, ze dodatek srebra w iloSci przekraczajace;j
3% wag. prowadzi wprawdzie do poprawy wlasciwosci antybakteryjnych stopu, ale skutkuje
réwniez zmniejszeniem odpornosci na pgkanie oraz odpornosci na korozj¢ wspominanych

implantoéw [52].

1.1.3. Stopy NiTi domieszkowane niobem

Domieszkowanie struktury nitinolu niobem w ilosci do 25% at. pozwala na zachowanie
pamigci ksztattu stopu, i jednoczesnie moze poprawi¢ wiasciwosci uzytkowe w kontekscie
aplikacji w bioinzynierii [53]. Dodatek niobu skutkuje bowiem obnizeniem temperatury
przemiany martenzytycznej ponizej temperatury pokojowej, co poprawia zachowanie ksztattu
stopu w fazie martenzytu, ktory charakteryzuje si¢ zblizonymi do tkanki kostnej parametrami
mechanicznymi. Ze wzgledu na opisane wilasciwosci stopu TiNiNb przez S. Sampath,
et al. [54] klasyfikuje si¢ go jako niskotemperaturowy stop z pamigcig ksztattu. Cechuje go
m. in. szeroka petla histerezy w uktadzie naprezenie — odksztatcenie, co skutkuje rowniez
poprawg biokompatybilno$ci mechanicznej z tkanka kostng w uktadzie dynamicznym [55].
Niewatpliwie zmniejszenie udziatu niklu obniza ryzyko wywotania reakcji alergicznej, ale
obserwuje si¢ rowniez dziatanie antybakteryjne wspomnianego stopu w kontakcie z bakteriami
z rodziny gronkowcow, np. Staohylococcus epidermidis [56]. Dodatkowo zwigkszenie udziatu
niobu w strukturze NiTi poprawia wlasciwosci korozyjne. Prace prowadzone przez
S. Mohammed, et al. [57] potwierdzity, ze udzial Nb w strukturze NiTi w ilosci 21% at. + 24%
at., spowodowat spadek wartosci potencjatu korozji (Ekor.), odpowiednio od 0.091 V do
-0.216 V.
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Jednakze stop ten nie zostal jeszcze kompleksowo opisany w literaturze w konteksScie
zastosowan implantologicznych. Za niskie zainteresowanie tym perspektywicznym stopem
moga odpowiada¢ wysokie koszty zwigzane z wykorzystaniem niobu oraz dlugotrwaty

I energochtonny proces jego wytwarzania [55].

1.2. Stopy na bazie tytanu i niobu

Rozwoj technologii otrzymywania stopéw z pamiecig ksztattu, ktore mogag by¢
wykorzystywane w medycynie wigzal si¢ glownie z poszukiwaniem pierwiastkow, ktore
cechujg si¢ wysoka biokompatybilnoscig z tkankg kostng. Innym istotnym parametrem byt
dobor odpowiedniej ilosci jak i rodzaju dodatkow stopowych oraz metody wytwarzania, od
ktorych zalezy mikrostruktura i zachowanie mechaniczne metastabilnych § stopow tytanu
[58,59]. Dla wspomnianego stopu dodatkiem stabilizujacym faze B jest niob, ktory udziat
w ilo$ci do 30% at. pozwala na uniknigcie tworzenia si¢ martenzytu w trakcie chtodzenia stopu
[60]. Po poddaniu metastabilnego stopu B Ti—Nb przesyceniu fazg P, a nast¢pnie szybkiemu
schtodzeniu do temperatury pokojowej, uzyskana zostaje mikrostruktura (utworzona przez fazg
B), ktora jest odpowiedzialna za obnizong warto$¢ wytrzymatosci mechanicznej i niski modut
sprezystosci, dochodzacy do ok. 50 GPa [59,61]. Ponadto w przeciwienstwie do szeroko
stosowanego nitinolu i innych materiatéw na bazie NiTi, opisanych w poprzednim rozdziale,
stopy tytanu z niobem nie zawieraja pierwiastkbw potencjalnie niebezpiecznych
I powodujacych reakcje alergiczne [62]. Warto rowniez wspomnie¢, ze stop TiNb moze by¢
domieszkowany w zaleznosci od stawianych mu wymagan. Struktura stopu moze by¢
modyfikowana np. cyng, ktora zapewnia poprawe osteoindukcyjnosci [72]; tantalem —
wplywajacym na zwigkszenie biokompatybilno$ci mechanicznej z tkankg kostna [63]; srebrem
oraz galem i miedzig —potencjalnie korzystnie wplywajacymi na dziatanie antybakteryjne
[64,65].

1.2.1. Stop TiNb
Glowna grupa stopow z pamiecia ksztattu na bazie tytanu i niobu, sg wlasnie stopy tych
pierwiastkow z udziatem 16-30 % at. Nb [66]. PamigC ksztattu oraz superelastycznosé¢ tych
stopOw przypisuje si¢ termoelastycznej przemianie martenzytycznej z fazy regularnej (B) do

rombowej fazy martenzytu (o) i jej transformacji odwrotnej [67], jednak warto zwrdci¢ uwage
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na nizszg zdolnos$¢ materiatu do zmiany ksztattu w poréwnaniu ze stopem NiTi. Ponadto stopy
te posiadaja dobra biokompatybilnos$¢ z tkankg kostna, a komodrki wykazuja bardzo dobra
proliferacjc na jego powierzchni, co pozawala w rezultacie na zwigkszenie
prawdopodobienstwa pozadanej osteintegracji implantu [68]. Dodatkowo stop ten nie uwalnia
toksycznych pierwiastkow i charakteryzuje si¢ stosunkowo niskg warto$cig modutu Younga,
ponizej 50 GPa [67]. Badania poréwnawcze stopow NiTi (50.8% at. Ni, 49.2% at. Ti) i TiNb
(74% at. Ti, 26% at. Nb) wskazuja réwniez na niewielkg popraw¢ wiasciwosci korozyjnych
w roztworze 1M NaCl na rzecz TiNb, jednakze w Srodowisku roztworu Hanks’a trend ten jest
odwrotny [69]. Praca opublikowana przez S. N. Saud, et al. [70] réwniez wskazuje na niski
potencjal korozyjny (Ecor=-151.36 mV vs. SCE!) oraz wysoka szybko§¢ korozji
(Ri=2.099 mm/rok). Zaproponowana we wspomnianej pracy strategia poprawy parametrow
korozyjnych opierata si¢ na otrzymaniu warstwy tlenku grafenu, po wczesniejszej
mikrostrukturyzacji powierzchni wigzka lasera, co w rezultacie zwigkszyto warto$¢ potencjatu
korozji do -33.75 mV vs. SCE i obnizyto szybkos$¢ korozji do 0.00278 mm/rok. Dodatkowo
Autorzy wykonali badanie antybakteryjnosci stopu i proponowanej modyfikacji, ktore
dowiodto powstaniu strefy zahamowania rozwoju bakterii Escherichia coli (ATCC11229)

w przypadku modyfikacji, ale rowniez wykazato jej obecnos¢ dla samego stopu.

1.2.2. Stopy TiNb domieszkowane cyng

Innym przyktadem stopéw na bazie tytanu i niobu sg stopy z dodatkiem cyny (zwykle do
6% wag.), stabilizujacej fazg o [71], przy jednoczesnym ograniczeniu wytrgcania si¢
metastabilnej fazy B. Stopy te charakteryzuja si¢ niskim modutem Younga, ponizej 50 GPa, co
wplywa na wicksza trwalo$¢ potaczenia z tkankag kostng [72,73]. Co wazne, dodatek cyny
poprawia wytrzymato$¢ na $ciskanie stopu o okoto 2.5 - krotnie, wzgledem stopu Ti-45Nb
[30,65]. Dodatkowo w pracach prowadzonych przez K. Miura, et al. [74] stop Ti-Nb-Sn,
wzgledem szeroko stosowanego stopu Ti6Al4V, wykazywat o ok. 20% wyzsza
biokompatybilno$é z liniami L929 (komorek| mysiej tkanki tacznej) i MC3T3-E1 (komorek
ossteoblastow myszy). Ponadto w badaniach in vivo zaobserwowano zdolno$¢ do indukcji
nowej tkanki kostnej do 2 mm? w ciagu 12 tygodni oraz przebudowy starych tkanek w obszarze
wszczepu w zakresie 40%. Kolejng zaleta dodatku cyny do materialu stopowego jest

potencjalne dzialanie antybakteryjne samego dodatku stopowego, ale réwniez jego tlenku,

Lang. saturated calomel electrode — elektroda kalomelowa
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zatem pierwiastek ten moze wspomagac dziatanie bioaktywne stopu w zakresie aktywnoS$ci
antybakteryjnej [75]. Jak wspomniano we wstepie do tego rozdziatu kolejnym waznym
aspektem jest zjawisko korozji powstate w wyniku reakcji wszczepionego implantu z ptynami
ustrojowymi organizmu. Przyktadowag prace koncentrujgcg si¢ na tym zagadnieniu
w odniesieniu do stopu Ti—-30Nb-XSn (X= 0, 2, 4, 6, 8 i 10 wag.%) opublikowat P. Moraes,
et al. [59], w ktorej wykazano, ze odporno$¢ korozyjna wspomnianego stopu z Sn w roztworze
Ringera poprawia si¢ 0 0k. 50% wzgledem odpornos$ci korozyjnej stopu Ti-30Nb, a najlepsze

rezultaty obserwowane sg dla dodatku cyny w ilosci 6% wagowych.

1.2.3. Stopy TiNb domieszkowane tantalem

Innym stosowanym pierwiastkiem stopowym jest tantal, ktorego dodatek do struktury stopu
TiNb powoduje dodatkowa stabilizacje¢ fazy B, ktora nastgpuje juz poprzez dodatek niobu.
Warto jednak zaznaczy¢, ze tantal stabilizujac B-Ti, skuteczniej niz dodatek niobu, obniza
warto§¢ modutu Younga stopu [63]. Rezultaty badan mechanicznych dla stopu
Ti-34NDb-13Ta, opisane przez W. Kong, et al. [63], wykazaly wartosci modutu E w zakresie
4742 GPa oraz co2 W zakresie 569+2 MPa. Wartosci te sg tylko dwukrotnie wyzsze niz
odpowiadajace im parametry dla kosci korowej. Nieco wyzszymi parametrami mechanicznymi
(modut E 71 GPa oraz o2 530.7 MPa) charakteryzuje si¢ stop Ti-30Nb-17.6Ta, natomiast jego
odporno$¢ korozyjna jest blisko dziesigciokrotnie wyzsza w poréwnaniu ze stopem Ti-6Al-4V,
ponadto nie wykazuje on cytotoksycznosci w kontakcie z linig komoérkowa HeLa [76]. Innym
perspektywicznym materiatem jest stop Ti-20Nb-10Ta, przyktadowo badania prowadzone
przez A. Kolmakov, et al. [77] pod katem odpornosci korozyjnej w srodowiskach o réznym pH
(w zakresie od ok. 3.5 do 9.2) wykazaly znaczne ograniczenie uwalnia jonow, co skutkowato

bardzo dobrym zachowaniem wspomnianego stopu w tych warunkach eksperymentalnych.

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze wiodaca korzyscia wykorzystania stopow z pamiecia
ksztattu do konstrukcji implantow ortopedycznych jest poprawa ich biokompatybilno$ci
z tkanka kostng w zakresie parametrow mechanicznych. Opisane powyzej stopy (np. NiTi
w fazie austenitycznej) charakteryzuja si¢ okoto dwukrotnie wyzszym modutem Younga
I ok. 2.5-krotnie wyzszg granicg plastyczno$ci w porownaniu do parametrow tkanki kostne;.
Wspomniane wartosci oczywiscie odbiegaja od wzorcowego dopasowania biomechanicznego

materialéw (tkanki kostnej i implantu), jednakze w poréwnaniu ze stosowanymi obecnie
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stopami tytanu (ok. 4-5-ktornic wyzsze wartosci E i o02), stanowig realng alternatywe
ograniczajaca wplyw zjawiska ekranowania napr¢zen i jego konsekwencji w postaci
demineralizacji tkanek w obszarze wszczepu. Dodatkowo mozliwo$¢ funkcjonalizacji stopow
domieszkami pozwala na wydtuzenie czasu uzytkowania implantéw (poprawa witasciwosci
korozyjnych), skrocenia czasu adaptacji i regeneracji tkanki kostnej lub wzmozenia ich

antybakteryjnego charakteru.

Warto jednak réwniez zwrdci¢ uwage na wyzwania zwigzane z wprowadzeniem tych
stopéw do powszechnej praktyki implantologicznej. Problemami w wykorzystaniu stopow
z grupy TiNb sg wysokie koszty pierwiastkow skladowych oraz zwykle wymagajaca
i kosztochtonna technologia ich otrzymania. Wspominane ograniczenia w mniejszym stopniu
dotycza stopow na bazie NiTi, ktére w praktyce implantologicznej sa juz wykorzystywane
w zastosowaniach innych niz ortopedia. Niemniejednak stopy te, ze wzgledu na obecno$é niklu,
wymagaja dodatkowej modyfikacji powierzchni. Jest to zwigzane z niekorzystnym wpltywem
tego pierwiastka (zaleznie od jego koncentracji) na organizm czlowicka, w tym potencjalne

dzialanie nowotworowe, teratogenne i mutagenne.
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2. Wybrane metody modyfikacji powierzchni nitinolu do zastosowan

biomedycznych

Uzytecznos$¢ stopow na bazie niklu i tytanu, opisanych w Rozdziale 1.1., jest bardzo szeroka
ze wzgledu na dobre dostosowanie mechaniczne materialu do uktadu kostnego cztowieka.
Dodatkowe cechy, takie jak supersprezysto$¢ i pamie¢ ksztattu, moga rowniez wplywac
pozytywnie na adaptacje implantu przy dynamicznym obcigzeniu stawu biodrowego lub
kolanowego, przenoszacych znaczne sily zwigzane z regularnym funkcjonowaniem
w organizmie. Mimo wspomnianych zalet nitinol nie powinien by¢ stosowany bez
odpowiedniej obrobki powierzchni, co jest zwigzane miedzy innymi z procesami
elektrochemicznymi stopu w organizmie czlowieka. Warunki panujace w organizmie
charakteryzuja si¢ bowiem obojetnym pH, ktore zwykle po implantacji obniza si¢ do wartosci
ok. 5.3 - 5.6, dodatkowo wysoka wilgotnos$cig oraz temperaturg w zakresie 35+42°C. Ponadto
srodowisko organizmu jest bogate w aniony CI-, PO4* i CO3* oraz kationy Na*, K*, Ca?* i Mg?*
[78]. W tych warunkach odporno$¢ implantu na korozj¢ powinna by¢ mozliwie jak najwyzsza,
co jest zwigzane z tym, ze nie powinien on powodowa¢ niekorzystnych elektrochemicznie
polaczen z innymi cze$ciami wszczepu. Co wazne, jego powierzchnia powinna znacznie
ogranicza¢ uwalnianie do organizmu jonéw metali, mogacych powodowa¢ metaloze [79,80].
W obliczu tych wymagan stosowane sg rozne strategie wstepnego przygotowania powierzchni
stopu NiTi. W zwiazku z tym, w dalszej czeSci opisano wybrane procesy modyfikacji
powierzchni ograniczajace dyfuzje jondow stopu przy jednoczesnym zachowaniu funkcji

uzytkowych biomateriatu.

2.1. Obrobka mechaniczna

Podstawowa obrobka mechaniczna powierzchni biomaterialow metalicznych obejmuje
polerowanie mechaniczne oraz elektropolerowanie, wykorzystywane do otrzymania
powierzchni 0 niskich wartosciach parametréw chropowatoséci. Zastosowanie obrobki
mechanicznej stanowi zwykle proces wstepnego przygotowania powierzchni do dalszych
modyfikacji, w tym nanoszenia warstw i powlok. Stosowanie obrobki mechanicznej nie moze
jednak by¢ jedynym procesem modyfikacji powierzchni ze wzgledu na niska powtarzalno$é¢
tego procesu objawiajagcg si¢ brakiem zachowania jednolitych warto$ci parametru
chropowato$ci [81]. Ponadto, S. Nagaraja, et al. [82] zwracajg uwage na niska odpornos¢ na
korozj¢ oraz niekontrolowane uwalnianie jonéw z powierzchni Sstopu poddanego jedynie

obrobce mechanicznej. Dodatkowo czgsto obserwuje si¢ brak powtarzalnosci sktadu
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chemicznego powierzchni stopu, ktory zwigzany jest z zanieczyszczeniami pochodzgcymi
z past i zawiesin polerskich. Do zalet tych metod obrobki mozna zaliczy¢ ogdlng dostgpnosé
oraz niski stopien zaawansowania technologicznego procesu. Warto zauwazy¢, ze odpowiednio
wieloetapowa 1 precyzyjna obrobka mechaniczna =z zaadaptowaniem procesow
niskotemperaturowej obrobki cieplnej (nieprowadzacych do wymuszonej oksydacji) moze
réwniez prowadzi¢ do dobrych rezultatow, jakimi jest przyktadowo uwalnianie jonéw Ni*
w ilo$ci 283+25 ng oraz warto$¢ potencjatu korozji 767 226 mV, przy bardzo niskiej iloéci

wzerow w materiale [83,84].

2.2. Obrébka w Srodowisku chemicznym

Jednym ze sposoboéw na ograniczenie uwalniania niklu do $rodowiska organizmu jest
trawienie powierzchni stopu NiTi w $rodowiskach o réznym sktadzie chemicznym (zatem
I odczynie pH). Jest to mozliwe poprzez rdznice wartosci entalpi tworzenia si¢ tlenkéw niklu
(-240.0 kJ/mol) oraz tytanu (-945.0 kJ/mol), ktéra promuje powstawanie TiO2 na powierzchni
stopu [85,86]. Kontakt powierzchni implantu z stosunkowo agresywna mieszaning powoduje
rowniez zmian¢ parametréw chropowatosci, co moze mie¢ korzystny wplyw na adhezje
1 proliferacj¢ komorek, jednocze$nie nieodpowiedni dobdr skladu chemicznego moze
doprowadzi¢ do powstania glebokich wzerdw, promujacych jednoczesnie zwigkszong
aktywno$¢ korozyjng [87]. Modyfikacja w wybranych $rodowiskach moze prowadzi¢ do
zwigkszenia wartosci kata zwilzania dla wody do warto$ci hydrofobowych, skutecznie
ograniczajacych wzrost biofilmu na powierzchni [88,89]. Jednakze, jak juz wczesniej
wspomniano, ochrona korozyjna powierzchni stopu po obrobce chemicznej jest przewaznie
stabsza niz stopu niemodyfikowanego [90]. Dla porownania w Tabeli 2.1 zaprezentowano
krotki przeglad srodowisk chemicznych wykorzystywanych do trawienia powierzchni stopu

NiTi wraz z warto$ciami wybranych parametrow uzytkowych.

22



Tabela 2.1. Przeglgd wybranych Srodowisk chemicznych wykorzystywanych w procesie obrobki
powierzchni stopu NiTi oraz wybrane wartosci parametréw uzytkowych powierzchni

Wartos¢
Czas Temperatura Chropowatos¢ potencjalu i
Sklad chemiczny  trawienia obrobki P p ) Lit.
[min] °C] [nm] [MV vs.
SCE]
10% HNO3 1440 RT Rq =424 - [91]
7.5% HCI/ [92,9
20% HNOs 3 RT ) ) 3]
7.5% HF/ _
20% HNO3 3 RT Ra=1630 522 +48 [94]
4 RT - 440 [95]
4 RT - = [96]
1HF/ 4ANHOs3/ 5H20 9 RT Rq= 1.351 )
1 RT Rq=1.963 [97]
2 RT Rq= 4.535
1HF/ 5NHO3/ 4H20 1 RT Re= 6,679 ]

Niekompletno$¢  zestawionych  danych  parametréw  uzytkowych zwigzana  jest
z wykorzystaniem tego etapu obrobki jedynie jako sktadowej w procesie technologicznym
modyfikacji, bez szerszego opisu zjawisk wystepujacych podczas trawienia. Jednak mozna
zauwazy¢, ze W danych literaturowych przewazaja mieszaniny kwasu fluorowodorowego
I azotowego(V). Kwasy te stosowane sg glownie w trawieniu szkta oraz krzemu, ale rowniez
skutecznie trawia metale [98-100]. Zaprezentowane wyniki chropowatosci w pracy D. Batalu,
et al. [97] wskazuja na wyzsza skutecznos¢ trawienia mieszanin o wiekszej zawarto$ci kwasow,
ale rébwniez warto zauwazy¢, ze wraz z czasem trawienia parametr R, maleje niezaleznie od

wykorzystanej mieszaniny.

Warto dodaé, ze zauwazalna w publikacjach naukowych lakonicznos¢ informacji
dotyczacych warunkow trawienia chemicznego oraz jego wplywu na powierzchnig
wspomnianego stopu moze wskazywac na niewystarczajgcg analize i oceng tego procesu na
kolejne etapy prowadzonych modyfikacji. Zatem waznym z technologicznego punktu widzenia

staje si¢ poszukiwanie optymalnych warunkow w zakresie trawienia powierzchni nitinolu.
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2.3. Obrobka cieplna

Kolejng, stosowang modyfikacja powierzchni stopu NiTi stanowi obrébka cieplna, ktora
polega na dziataniu podwyzszonej temperatury w celu jego wygrzania lub wyzarzenia. Proces
ten moze odbywac¢ si¢ w réznych atmosferach, w tym powietrza, argonu, tlenu, w zaleznos$ci
od oczekiwanych rezultatow. Gtéwnym celem prowadzenia tych procesow jest modyfikacja
sktadu fazowego stopu w warstwie wierzchniej, w rezultacie prowadzgca do ograniczenia
uwalniana niklu z powierzchni [101]. Wtasciwie dobrane parametry procesu wygrzewania
pozwalaja na oksydacje powierzchni stopu i wyeliminowanie metalicznych wtracen na
powierzchni, jednakze moga prowadzi¢ réwniez do tworzenia si¢ faz podpowierzchniowych
wolnych pierwiastkow metalicznych, ktére w razie uszkodzenia zewnetrznej warstwy
ochronnej prowadzag do niekontrolowanego uwalniania metalu do organizmu [102].
Wspomniane procesy wygrzewania mozna podzieli¢ na trzy zakresy temperaturowe. Pierwszy
z nich stanowi wyzarzanie w 600+700°C, ktore przewaznie prowadzi do otrzymywania
przewagi faz tlenkowych na powierzchni, ale réwniez podpowierzchniowych obszarow
metalicznych [103]. Drugi proces obejmuje formowanie w zakresie 450-550°C, co jest
optymalne w nadawaniu pamieci ksztattu oraz supersprezystosci, ale prowadzi rowniez do
otrzymywania, poza fazami NiTi i TixOy, metalicznego niklu [104], ktorego uwalnianie zostato
wykorzystane przez N. Ohtsu, et al. [105] w celu uzyskania wtasciwosci antybakteryjnych
powierzchni dla przedmiotow uzytkowych. Ostatnim etapem jest obrobka cieplna ponizej
300°C, gdzie w tych warunkach na powierzchni moze pojawia¢ si¢ wolny nikiel [106].
Analizujac przyktadowo wyniki prac E. Marchenko, et al. [103], ktory badat wtasciwosci
porowatego NiTi w zaleznoS$ci od temperatury wygrzewania mozna stwierdzi¢, ze potwierdzaja
one opisane powyzej zmiany na powierzchni nitinolu, poszerzajac zakres temperatur
wygrzewania do 600 + 1000°C. W tym zakresie obserwuje si¢ zwigkszanie wraz z temperaturg
udziatu faz tlenku tytanu(IV) oraz niklu metalicznego. Jednakze analiza sktadu chemicznego
powierzchni wskazuje na ograniczenie udzialu niklu do warto$ci ponizej 5% wag. dla
temperatury wygrzewania 1000°C. Badania cytotoksyczno$ci wzgledem linii MCF-7 (komorek
raka piersi) wskazuja rowniez na najwyzsza przezywalno$¢ komorek (~75%) dla wygrzewania

stopu w temperaturze 600°C.

Majac na uwadze powyzsze metody obrobki stopu NiTi mozna stwierdzi¢, ze obrobka
cieplna oraz obrobka w srodowisku chemicznym stanowig powtarzalne techniki przygotowania
powierzchni stopu. Metody te w okreslonych warunkach procesu moga doprowadzi¢ do

uzyskania powierzchni wolnej od wtracen metalicznych pierwiastkow stopowych. Warto
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jednak zauwazy¢, ze zadna z opisanych metod nie powinna by¢ stosowana samodzielnie,
a najlepsza skuteczno$¢ mozna osiggnac¢ poprzez potaczenie kilku procesow przygotowania

powierzchni, w zalezno$ci wymagan aplikacyjnych materiatu.
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3. Funkcjonalizacja powierzchni stopow biopolimerami

W ostatnich dekadach szczegolng uwage zwracano na modyfikacje powierzchni stopow
medycznych na drodze otrzymywania warstw i powlok. W zastosowaniach ortopedycznych
I stomatologicznych warto wyszczegolni¢ dwie grupy materiatow wykorzystywanych w celu
modyfikacji powierzchni, mianowicie bioceramike i polimery. Pierwsza grupe stanowig
materiaty ceramiczne, ktore mozna podzieli¢ na dwie istotne podgrupy: powtoki bioinertne oraz
bioaktywne. Te pierwsze stanowig zwykle tlenki i azotki pierwiastkow takich jak cynk, cyrkon,
tytan oraz warstwy DLC (ang. Diamond-Like Carbon). Materialy te charakteryzuja si¢ wysoka
biokompatybilnoscig i zwykle bardzo dobrymi wiasciwo$ciami mechanicznymi, w tym
odpornoscia na $cieranie. Ceramike bioinertng stosuje si¢ gtownie jako pokrycia na elementy
tragce implantow, ktore nie wymagaja szczegdlnych wiasciwosci bioaktywnych [107]. Druga
podgrupa to bioaktywne powloki ceramiczne, w tym m. in. warstwy na bazie weglanéw
i fosforanow wapnia (w tym hydroksyapatyt) i bioszkta. Charakteryzuja si¢ wyraznie gorszymi
parametrami mechanicznymi od ceramiki bioinertnej, natomiast posiadajg wlasciwosci
stymulujace korzystne oddzialywania biochemiczne pomiedzy tkanka kostng, a implantem,

wzmagajac adhezje pokry¢ do powierzchni wszczepu [108].

Druga grupa materialow szeroko stosowang jako pokrycia implantow metalicznych
stanowig polimery, ktore sg znacznie bardziej podatne na modyfikacje chemiczne wzgledem
ceramiki i pozwalajg na osigganie interesujgcych wlasciwosci terapeutycznych, stuzagc miedzy
innymi jako matryce do kontrolowanego uwalniania lekéw oraz podobnie jak ceramika
bioaktywna mogag wspiera¢ rekonstrukcje tkanek. Z drugiej strony polimery charakteryzuja si¢
znacznie nizsza odpornos$cia mechaniczng 1 stabilno$ciag chemiczng w pordéwnaniu do
bioceramiki, na co wskazuje ich zdolno$¢ do biodegradacji na drodze rozpadu w $srodowisku
wodnym lub rozktad wskutek dziatania enzymoéw [109]. Dla wybranych aplikacji polimery
powinny wykazywaé wymagany poziom wtasciwo$ci mechanicznych, mozliwosci modyfikacji
struktury, a produkty uboczne powstate w wyniku ich degradacji nie moga by¢ toksyczne dla
organizmow zywych. T¢ grupe materiatow definiuje si¢ jako organiczne substancje polimerowe
pozyskiwane z materii zywej w formie natywnej lub po wyodrgbnieniu oczekiwanego zwigzku
chemicznego z materii organicznej. Do metod izolacji biopolimerdw mozna zaliczy¢ migdzy
innymi rozpuszczanie prekursora biopolimeru w odpowiednim $rodowisku (np. rozpuszczanie
pulpy manioku w HNO3s w celu otrzymania celulozy [110]), separacje triboelektryczng skrobi
[111], czy proces deacetylacji, na drodze ktorego uzyskuje sie chitozan [112]. Stanowig one

z jednej strony materiaty pochodzenia naturalnego wzgledem polimerow otrzymywanych
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z substancji ropopochodnych, ktore w przeciwienstwie do biopolimerow znacznie dluzej
ulegaja biodegradacji, a z drugiej strony sa w petni biozgodne i nie generuja zagrozenia dla
srodowiska [113]. Mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze naleza one obecnie do jednych
z najintensywniej badanych grup materialbw pod katem przydatnosci jako powlok
bioaktywnych. Naturalne polimery, w tym chitozan, alginian, kwas hialuronowy i fibroina,
wykazuja wysoki potencjal aplikacyjny, na co z pewnoscia wplywa ich wysoka
biokompatybilnos¢, tatwosé tworzenia powlok, stosunkowo nieskomplikowany proces

modyfikacji struktury oraz zdolno$¢ do tworzenia kompozytow [114].
3.1.Chitozan

Chitozan jest odnawialnym, naturalnym polisacharydem zasadowym otrzymywanym przez
czg¢sciowa deacetylacje chityny — Rys. 3.1., wystepujacej naturalnie w pancerzach skorupiakow
oraz owadow.

Chityna

o ‘ -
(0] S,
Odwapnienie z 0 é&/ \‘4
wykorzystaniem HCI HO X - O (o)

Deproteinizacja z 0 = OH
wykorzystaniem NaOH |

Dekoloryzacja

: —
Chitozan Dkt A

Rys. 3.1. Schemat procesu otrzymywania chitozanu z pancerzy skorupiakow oraz wzory strukturalne
chityny oraz chitozanu (opracowanie wiasne na podstawie [115] z wykorzystaniem grafiki CC-BY?,
www.rawpixel.com/image/2650815).

Polimer ten jest zbudowany z dwoch grup polimerowych, N-acetylo-D-glukozaminy

i D-glukozaminy, ktore taczg si¢ wigzaniami -(1—4)-glikozydowymi [116]. Ponadto chitozan

2 ang. Creative Commons — otwarta licencja uzytkowania grafiki z uznaniem autorstwa
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moze zawierc rozne grupy aktywne i struktury krystaliczne (a-, B- i y). Ich obecnos¢, ilos¢, oraz
masa czasteczkowa i stopien deacetylacji sg kluczowymi czynnikami wptywajgcymi na jego
wlasciwosci fizykochemiczne [117]. Chitozan jest nierozpuszczalny w wodzie oraz
w wiekszosci rozpuszczalnikéw organicznych. Modyfikacja chemiczna grup funkcyjnych
chitozanu (-OH oraz -NH2) pozwala na otrzymanie pochodnych, ktore sg tatwiej rozpuszczalne.
Ponadto wspomniana modyfikacja moze poprawi¢ wlasciwosci fizyczne i chemiczne chitozanu
oraz rozszerzy¢ zakres zastosowan [118].

Z uwagi na nietoksyczne dziatanie biokompatybilno$¢ i biodegradowalnos¢ cechuje sig¢
wyjatkowymi wlasciwosciami  biologicznymi, W tym dzialaniem przeciwzapalnym,
przeciwbakteryjnym,  przeciwnowotworowym,  przeciwgrzybiczym, hemostatycznym
i przeciwbolowym [119,120]. Jego dziatanie antybakteryjne przypisywane jest kationowej
naturze (dodatnio natadowanej grupie amidowej), ktéra umozliwia interakcje pomi¢dzy
ujemnie naladowanymi lipidami 1 biatkami obecnymi w $§cianie komérkowej bakterii. Kontakt
chitozanu z blong komorkowa przyczynia si¢ do zakldcenia przepuszczalnosci blony, co
ostatecznie powoduje wyciek czgsci cytoplazmatycznej 1 $mieré komorki bakteryjnej
[121,122]. Biopolimer ten wykazuje rowniez potencjal osteoindukcyjny oraz
osteointegracyjny. Ponadto o jego uniwersalnosci $wiadczy tatwos¢ modyfikacji chemicznej
oraz wysoka, jak na biopolimer, wytrzymato$¢ na rozcigganie ca. 15 MPa oraz modut Younga
ca. 1 GPa [123]. Dodatkowo chitozan jest powszechnie wykorzystywany do tworzenia
bionanokompozytdw z nanoczastkami metali, dla ktorych jest stabilizatorem, ale rowniez
uktadéw warstwowych biopolimerami o charakterze anionowym w procesie samoorganizacji

elektrostatycznej [124].

Powyzsze cechy powoduja, Ze chitozan jest czesto stosowany w modyfikacji powierzchni
implantow polimerowych i metalicznych [125], ale rowniez jako material stanowigcy
rusztowania komorkowe (skafoldy) [126], w tym do regeneracji tkanek [127], przygotowania
opatrunkéw [128] oraz systemow dostarczania lekow [129]. Ponadto, wraz z rozwojem
nanotechnologii chitozan i jego pochodne sa wykorzystywane do wytwarzania
nanomateriatbw, w tym zawierajacych nanoczgstki, hydrozele, mikrosfery i micele, ktore
stosowane sg jako nosniki efektywnego i ukierunkowanego dostarczania lekow, a takze jako

adiuwanty i nosniki szczepionek [130].

28



3.2.Fibroina

Fibroina, otrzymywana z kokonow jedwabnikow Bombyx Mori, wyrdznia si¢ sposrod
innych biopolimerow znakomitymi wtasciwos$ciami mechanicznymi, w tym modutem Younga
(12.4+17.9 GPa), wytrzymatos$cia na rozciaganie (450700 MPa) oraz wydtuzeniem (12+24%)
[131]. Ponadto fibroina charakteryzuje si¢ hierarchiczng budowa, biokompatybilnoscia,
regulowang biodegradacjg i zdolnoscig do dostarczania lekow [132]. Najbardziej interesujaca
z punktu inzynierii regeneracyjnej jest budowa tego polimeru, ktory sktada si¢ z tancucha
cigzkiego (H-) (390 kDa) i lekkiego (L-) (26 kDa), potaczonych wigzaniami dwusiarczkowymi
I tworzacych kompleks H-L [131]. Lekkie *tancuchy odpowiadaja za elastyczno$é
i hydrofilowos¢, a cigzkie za sztywno$¢ materiatlu. Budowa ta jest blizniaczo podobna do
struktury kosci, gdzie zwarta tkanka odpowiada za sztywno$¢, podczas gdy tkanka ggbczasta
zapewnia elastyczno$¢ [133]. Zgodnie z tymi wlasciwos$ciami fibroina jest okreslana jako
material biomimetyczny, o duzym potencjale do regeneracji tkanki kostnej [114,134].
Biopolimer ten ze wzglgdu na brak cytotoksycznosci jest obecnie wykorzystywany rowniez
jako alternatywa dla kolagenu w budowaniu skafoldow w postaci porowatych rusztowan [135],
ale i elektroprz¢dzonych wtokien fibroiny [136,137]. Wytworzenie i implantacja takich struktur
wplywa pozytywnie na proliferacje osteoblastow, co zwigksza szanse na prawidtowy proces
implantacji oraz dziatanie osteoindukcyjne, pozwalajagce na odbudowe tkanki kostnej na
powierzchni implantu. Warto doda¢, ze elektroprzg¢dzone nanowtokna fibroiny modyfikowane
czynnikami bioaktywnymi moga by¢ takze szeroko stosowane jako materialy opatrunkowe
[138].

3.3. Alginiany

Alginiany sa naturalnie wystepujacymi anionowymi i hydrofilowymi polisacharydami.
Gléwnym ich Zrédlem s3 wodorosty i algi z rodziny Sargassum, zdolno$¢ do jego produkcji
maja réwniez wybrane szczepy bakterii, w tym Pseudomonas oraz Azotobacter [139].
Najszerzej stosowanym alginianem jest alginian sodu, ktory nalezy do grupy liniowych

polisacharydow anionowych pochodzenia naturalnego.

Z punktu widzenia chemii alginiany sa kopolimerami skladajacymi si¢ glownie z kwasu

B-d-mannuronowego (M) i jego reszt epimeru kwasu a-l-guluronowego (G) C5, potaczonych
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wigzaniem 1,4-glikozydowym w nieregularny, blokowy sposob. Zazwyczaj bloki sktadajg si¢
z trzech r6éznych postaci segmentéw polimeru: segmentéw polaczonych szeregowo reszt G,
segmentoOw potaczonych szeregowo reszt M i laczacych je segmentow MG [140], co
zaprezentowano na Rys. 3.3. Miejsce taczen, ilo§¢ komponentow M 1 G oraz ich proporcje sa
rézne w zaleznosci od pochodzenia prekursora alginianu [141]. Alginiany otrzymywane z alg
sg polidyspersyjne i charakteryzujg si¢ wysoka masg czasteczkowsg, przewaznie W zakresie

10*+ 10° Da, co odpowiada 500 + 5000 komponentéw w tancuchu.

Depigmentacja z wykorzystaniem
aldehydu mrowkowego

Oczyszczanie w weglanie sodu

— Neutralizacja w chlorku wapnia
HO
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Rys. 3.3. Schemat procesu otrzymywania alginianu z alg oraz wzor strukturalny alginianu (opracowanie
wlasne  na  podstawie [142] z  wykorzystaniem grafiki ccC BY-SA 4.0,
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Sargassum_muticum_Yendo_Fensholt 1955 Lamiot Wimm
ereuxHautsDeFrance_Estran_Juillet 2016a8.jpg).

Alginiany charakteryzujg si¢ aktywnos$cig biologiczng 1 bardzo dobrg biokompatybilnoscig
z tkankami miekkimi organizmu czlowieka. Niskg adsorpcj¢ protein oraz przytaczanie si¢ do
nich komorek alginiany zawdzigczaja duzej zawartosci wody, ujemnemu tadunkowi i brakowi
rozpoznania molekularnego (ang. molecular recognition), czyli wlasciwosci selektywnego
przylaczania specyficznych substancji np. przez receptory powierzchniowe komorek. Ponadto
alginiany s3 nietoksyczne, nie s3 trombogenne i immunogenne [143]. Dodatkowo, te
z przewagg reszt typu G (>50%) nie powodujg odpowiedzi immunologicznej organizmu, moga
pobudzac¢ produkcje cytokin oraz reaktywnych form tlenu (ROS, ang. Reactive Oxygen Species)
[144]. Warto réwniez wspomnie¢ o zdolnosci alginianéw do biodegradacji, ktora pozwala na
dostarczanie sktadnikow aktywnych do §rodowiska organizmu oraz zdolnos$ci chelatowania
dzigki, ktorej mozliwe jest tworzenie zeldow 1 zoli, przewaznie na drodze reakcji
z dwuwarto$ciowymi kationami (np. Ca®*, Mg?*). Alginian bedac naturalnym polisacharydem

wykazuje zalezny od pH charakter anionowy, w zwiazku z tym wykazuje zdolno$¢ do interakcji
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z kationowymi polielektrolitami i proteoglikanami. Majac to na uwadze, poprzez
wykorzystanie prostych oddzialywan elektrostatycznych mozna na bazie alginianow

wytwarzaé tatwo sterowalne systemy uwalniania lekow [140].

Biozgodnos¢ i wielofunkcyjnos¢ alginiandow pozwala na tworzenie z nich warstw [145],
hydrozeli [146], mikrosfer [141] i porowatych rusztowan kompozytowych [147]. Szczegdlnie
interesujaca jest zdolno$¢ otrzymywania zeli, CO umozliwia otrzymywanie biodegradowalnych
mikrokapsutek na bazie alginainu, ktore sa w stanie dostarcza¢ odpowiednie leki, biatka, lub
inne matoczasteczkowe czynniki aktywne. Alginiany, poza zastosowaniem w kontrolowanych
systemach dostarczaniu lekow, sg stosowane do produkcji opatrunkow, rusztowan do
regeneracji tkanek kostnych i chrzastek stawowych. Materiaty te moga by¢ otrzymywane na
drodze elektroprzedznia lub druku 3D [148].

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢ ze biopolimery stanowig perspektywiczng grupe
materiatow, ktora jest juz stosowana w bioinzynierii, w tym jako warstwy na implanty
ortopedyczne. Ze wzgledu na ich naturalne pochodzenie charakteryzuja si¢ wysoka
biozgodnoscig z komoérkami, w tym osteoblastami, co pozwala na tworzenie rusztowan
propagujacych wzrost i odbudowe tkanek wokot wszczepdw. Sposrod opisanych powyzej
biopolimeréow szczegdlne wiasciwosci, w kontekScie otrzymywania bionanokompozytow,
posiada chitozan, ktory jest stabilizatorem nanomateriatow i1 zapobiega ich agregacji oraz
utlenieniu. Nie bez znaczenia jest rowniez jego tendencja do biodegradacji, ktora predestynuje

go do wykorzystania w warstwach uwalniajacych czynniki aktywne do srodowiska organizmu.
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4. Otrzymywanie nanomaterialéw nieorganicznych metodami bottom-up

Nanoczgstki nieorganiczne zaliczane sa do nanomaterialow, wsrod ktorych wyrdznia sie
nanoczastki metaliczne, nanomateriaty na bazie wegla, krzemu oraz polistyrenu, kropki
kwantowe oraz materiaty hybrydowe powstale z potaczenia nanoczastek powyzszych grup.
Klasyczne metody otrzymywania nanomaterialdow mozna podzielic w zaleznoSci od
mechanizmu ich powstawania na dwie grupy, mianowicie ,.top-down” oraz ,,bottom-up”.
Podejscie ,,top-down” wykorzystuje materiaty w skali makro w celu redukcji ich rozmiaréw do
wymiarow docelowych. Do takich metod nalezy m. in. mielenie, nanolitografia i ablacja
laserowa. Natomiast podejscie ,,bottom-up”, ktorego wybrane metody otrzymywania zostaty
opisane w tym rozdziale, do budowania wykorzystuje skale atomowsg i obejmuje procesy
nukleacji i wzrostu okreslonych nanomateriatow. W tym rozdziale metody otrzymywania
nanomateriatow zostaty podzielone na te syntezowane metodami chemii mokrej (ang. wet
chemistry), metodami prozniowymi oraz na drodze biosyntezy. Na Rysunku 4.1.
scharakteryzowano  wazniejsze  cechy  otrzymywania nanomaterialow  metodami
wspotstracania, redukcji chemicznej, chemicznego osadzania z fazy gazowej (CVD, ang.
Chemical Vapour Deposition), kondensacji w obecnosci gazu obojetnego (IGC, ang. Inert Gas
Condensation) i biosyntezy. Schemat ten wskazuje na uzytkowe cechy metod otrzymywania
nanomateriatow, ktore moga by¢ wykorzystywane nie tylko w skali laboratoryjnej, ale rowniez
przemystowej. Aspekty kontroli ksztattu, rozmiaru oraz powtarzalno$ci danego procesu sg
szczegolnie istotne w kontekscie skalowania technologii wytwarzania nanomateriatow. W tym
zakresie najlepiej sprawdzajg si¢ techniki prozniowe wykorzystujace otrzymywanie w fazie
gazowej, CVD oraz IGC. Réwniez w ich przypadku kosztochtonnos¢ procesow jednostkowych
jest stosunkowo niska, ale nalezy jednak pamieta¢ o wysokich koszty inwestycji poczynionych
na poczatku produkcji zwigzanych z zakupem infrastruktury prozniowej. W przypadku metod
chemii mokrej i biosyntezy koszt ten jest znacznie nizszy, natomiast zwykle metody te nie
pozwalaja na tatwa kontrole i precyzyjne skalowanie proceséw otrzymywania. Warto dodac,
ze metody te cechuje bardzo wysoka powtarzalnos¢, czego nie mozna stwierdzi¢ w przypadku
biosyntezy, ktora jest zalezna od sktadu chemicznego wykorzystywanych sktadnikoéw
naturalnych. Z uwagi jednak na wykorzystaniu w tej ostatniej metodzie surowcoéw pochodzenia

naturalnego, stanowi ona najbardziej ekologiczng metoda sposrod zaprezentowanych.
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Rys. 4.1. Schemat ilustrujgcy wybrane metody otrzymywania nanomateriatow, w kontekscie istotnych
parametrow syntezy, wraz z ocenq: 1 — niska (w przypadku dystrybucji rozmiarow wagska), 2 — srednia
oraz 3 — wysoka (w przypadku dystrybucji rozmiarow szeroka). Aspekt srodowiskowy rozumiany jest
przez ekologicznosé procesu (opracowanie wiasne).

4.1. Metody chemii mokrej

Metody chemii mokrej charakteryzujg si¢ warunkami realizacji syntez w $rodowisku
roztworow 1 zwykle prowadzg do uzyskania pozadanej wielkosci i ksztattu nanoczgstek
W powtarzalny sposob. Wynika to w duzej mierze ze zrozumienia mechanizméw zarodkowania
poszczeg6lnych struktur w danych warunkach syntezy, ktore zalezg zarowno od mechanizmu
konwersji prekursora, czynnika aktywujacego syntez¢ oraz obecnos$ci stabilizatorow reakcji
w uktadzie. Skalowalno$¢ proceséw otrzymywania nanomateriatdw w metodach chemii mokrej
nie jest w pelni oczywista ze wzgledu na licznos$¢ i ztozonos¢ czynnikow wplywajacych na
poszczegblne procesy technologiczne, ktore w matej objetosci zachodza w bardziej

kontrolowany sposob, natomiast w wigkszej skali z reguty stanowig bardziej ztozone uktady
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dla krystalizacji tych struktur. Do takich czynnikow zalicza si¢ miedzy innymi limity mieszania
w objetosci mieszaniny reakcyjnej i zwigzany z nimi transport masy i ciepta [149].
Dodatkowym aspektem, okreslajacym wykorzystanie tych metod, jest zwykle niska
ekologiczno$¢ procesow, ktore bardzo czesto wykorzystuja odczynniki chemiczne trudne do
zutylizowania oraz wymagaja duzych naktadow energii do reakcji w wysokich temperaturach
[150]. Do grupy metod chemii mokrej otrzymywania nanomaterialow zalicza si¢ m. in. metode
hydrotermalng, procesy zol-zel, fotoredukcje, dekompozycje termiczng oOraz opisane

szczegdlowiej w dalszej czgsci pracy wspolstracanie 1 redukcje chemiczna.

4.1.1. Wspolstracanie

Metoda otrzymywania nanomaterialdow przez wspolstracanie wykorzystuje zjawisko
przesunigcia rownowagi w roztworze z prekursorem materiatu, ktory oczekuje si¢ otrzymaé na
drodze przesycenia roztworu. W takim uktadzie jednocze$nie zachodzg procesy nukleacji,
wzrostu zarodka oraz dojrzewania Ostwalda i agregacji czastek. W wyniku stracenia otrzymuje
si¢ wspomniane nanomaterialy, ktérych morfologia i rozktad wielkosci struktur zalezy przede
wszystkim od szybkosci procesu zarodkowania oraz etapu dojrzewania [151]. Dodatkowo
procesy te moga by¢ aktywowane przez wykorzystanie ultradzwigckéw, co ma miejsce
np. podczas syntezy Ag2TiOs wykorzystywanego do kontrolowanego uwalniania
bakteriobojczego metronidazolu [152]. Z kolei aktywacja z wykorzystaniem mikrofal jest
stosowana podczas syntezy struktur bimetalicznych Au-Ag, ktore modyfikowane glukanem
o strukturze potrojnej helisy maja dziatanie przeciwgrzybiczne [153]. Do zalet wspomnianej
metody nalezy raczej niski stopien ztozonosci technologicznej procesu wytwarzania, wysoka
efektywnos¢ 1 niska kosztochtonno§¢é. Natomiast stosunkowo szeroki zakres rozmiaréw
otrzymywanych czastek, konieczno$¢ stosowania odpowiednich filtrow do separacji produktow
i utylizacji czgsto toksycznych odpadow, zdecydowanie naleza do jej wad [154]. Do
biologicznie aktywnych materialbw otrzymywanych ta metoda nalezg glownie struktury
wykorzystywane do obrazowania medycznego np. nanoczastki Fe2O3 [155], nanoczastki Fe3O4
[156], nanoczastki NiO dotowane neodymem [157], nanoczgstki CuS [158] lub nanoczastki
AgFe [159].
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4.1.2. Redukcja chemiczna

Jedna z czgéciej stosowanych metod do otrzymywania nanoczastek nieorganicznych jest
redukcja chemiczna, wykorzystujgca zjawisko roznicy potencjatow zachodzacych pomiedzy
prekursorem materialu a reduktorem. W §rodowisku wodnym, pod wplywem dzialania
elektrondw pochodzacych z reduktora, jony prekursora przechodza do stanu oboj¢tnego, co
inicjuje procesy zarodkowania oraz dojrzewanie Ostwalda, prowadzace do otrzymania
wspomnianych struktur. Warto doda¢, ze istotnym czynnikiem w procesie redukcji chemicznej
jest dobor stabilizatorow (np. surfaktantow lub polimeréw), ktore zapobiegaja agregacji
nanoczastek poprzez wprowadzenie sit odpychajacych migdzy nimi [160]. Synteza
nanomateriatow tg technikg zalezy rowniez od temperatury, predkosci mieszania oraz czasu
syntezy, ktore W znacznym stopniu wptywaja na szybko$¢ zarodkowania nanoczgstek.
Jednocze$nie wspomniane czynniki wptywaja negatywnie na skalowalno$¢ procesu w skali
przemystowej, a potrzeba stosowania kosztownych w utylizacji odczynnikéw chemicznych
dodatkowo limituje wykorzystywanie tej metody. Tym niemniej otrzymywanie
nanomateriatbw metodg redukcji daje bardzo dobre efekty powtarzalnosci syntez przy
zachowaniu precyzji w doborze warunkow prowadzonych procesow oraz dobra kontrole nad
ksztattem otrzymywanych struktur o rozmiarach nanometrycznych [161]. W rezultacie syntezy
przeprowadzane tg metodg pozwalajag na otrzymywanie bioaktywnych nanoczgstek metali,
w tym srebra [162], ztota [163], miedzi [164], ale réwniez ich kombinacji w postaci AUAGNPS
[165], CuAgNPs [166] oraz nanoczastek niemetalicznych, np. tlenku cynku [167], tlenku
magnezu [168] lub selenu [169].

4.2. Metody prozniowe

Otrzymywanie nanomaterialdw metodami prézniowymi stanowi dobrg alternatywe dla
syntez prowadzanych w roztworach. Techniki te wykorzystujg zjawiska zachodzace
w warunkach obnizonego cisnienia, a wigc przy wydtuzonej s$redniej drodze swobodnej
czastek. Metody te pozwalaja réwniez na precyzyjna kontrolg nad dozowanymi prekursorami,
co w rezultacie sprawia warunki do wzbudzenia wspomnianych czastek w stan plazmy. Ponadto
procesy prozniowe, ze wzgledu na brak kontaminacji pochodzacych np. z powietrza,
charakteryzuja si¢ bardzo dobra kontrolg sktadu chemicznego nanostruktur. W kontekscie
otrzymywania nanomateriatdw mozna podzieli¢ je na dwie gtdéwne grupy, mianowicie metody

fizycznego i chemicznego osadzania z fazy gazowej. Pierwsza z nich, do kondensacji par gazu,
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procesow zarodkowania i wzrostu struktur wykorzystuje zjawiska fizyczne. Natomiast metoda
chemicznego osadzania z fazy gazowej (CVD) wykorzystuje prekursory w fazie gazowej, ktore
wchodzg w reakcje 1 tworza zwiazki chemiczne na powierzchni podtoza. Z reguly obydwie
grupy technik sa wykorzystywane do otrzymywania nanomateriatow 2D, czyli warstw
[170,171]. Jednak ws$rod opracowanych rozwigzan mozna wyrozni¢ uzyteczne techniki do
syntezy nanoczastek bioaktywnych, w tym na przyktad chemiczne osadzanie z fazy gazowej
wspomagane aerozolem lub metoda kondensacji w obecnosci gazu obojetnego, ktore zostaty

opisane w kolejnych rozdziatach.

4.2.1. Chemiczne osadzanie z fazy gazowej wspomagane aerozolem

Chemiczne osadzanie z fazy gazowej wspomagane aerozolowo (AA CVD, ang. Areosol-
Assisted Chemical Vapour Deposition) jest technika wykorzystujaca rozproszenie prekursora
w postaci drobnych kropli w strumieniu goracego gazu nosnego, ktore trafiajg na podgrzewane
podtoze, na ktorym z Kolei zachodzg reakcje chemiczne. Przy doborze odpowiednich
warunkow dla danego procesu nalezy zwrdci¢ uwage aby w trakcie rozpylania pod wptywem
temperatury rozpuszczalnik przechodzit w stan gazowy, a prekursor reagowat z pozostatymi
reagentami oraz powierzchnig podtoza, co w konsekwencji prowadzi do nukleacji i tworzenia
nanonczgstek. Technika AA CVD charakteryzuje si¢ szersza gamg dostepnych prekursoréw
(w przeciwienstwie do konwencjonalnych technik CVD), ktore nie musza caltkowicie
przechodzi¢ w faze gazowa na etapie ich dozowania do reaktora oraz cechujg si¢ nizsza
temperaturg atomizacji, nie prowadza do rozktadu prekursora [172]. Ponadto procesy
prowadzone z wykorzystaniem tej metody sa relatywnie tanie, skalowalne do skali
przemystowej i charakteryzujg si¢ wysoka czystoscig otrzymywanych produktow [173]. Tym
niemniej dobor warunkéw otrzymywania nanomateriatdow jest skomplikowany, struktury
muszg by¢ deponowane na podiozach, z ktorym sie wigza, problematyczna jest takze
toksyczno$¢ par reagentow stanowigcych produkty po procesie [174]. Do nanomateriatlow
otrzymywanych ta metoda mozna zaliczy¢ antybakteryjne nanoczastki miedzi na
poli(dimetylosiloksanie) [175], nanostrukturyzowany TiO2 [176], tlenek cynku modyfikowany
tlenkiem miedzi(Il) i tlenkiem zZelaza(IIl) o whasciwosciach superhydrofobowych [177], ale
rébwniez nanoczastki organiczne zawierajace antybiotyki, na przyktad polietylen

z wankomycyna [178] lub polietylen z gentamycyna i lizozymem [179].
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4.2.2. Metoda kondensacji w obecnos$ci gazu obojetnego

Metoda kondensacji w obecnosci gazu obojetnego (IGC) atoméw wzbudzonych
z wykorzystaniem techniki rozpylania magnetronowego (MS, ang. Magnetron Sputtering) jest
technikg z grupy fizycznego osadzania z fazy gazowej (PVD, ang. Physical Vapour
Deposition). Przyktadowy schemat otrzymywania nanoczastek (aparatura firmy Mantis)
przedstawiono na Rys. 4.2.

Strefa rozpylania Strefa kondensacji  Strefa filtrowania Strefa depozycji

' Odleglosc magnetronu ' .
' od strefy kondensac]

Rys. 4.2. Schemat komory procesowej dla techniki Inert Gas Condensation z podziatem na strefy
reaktora dla procesu formowania nanoczgstek, ACMIN AGH (opracowanie wiasne).

W strefie rozpylania, na drodze bombardowana powierzchni rozpylanego materiatu
(targetu) zjonizowanym gazem, dochodzi do wzbudzenia atomow do stanu plazmy.
Wzbudzone atomy materiatu transportowane sg nastepnie do strefy kondensacji chtodzonej
ciektym azotem, w ktorej dochodzi do ich zderzen, co tym samym prowadzi do obnizenia ich
energii Kinetycznej, nukleacji i kondensacji atomow do postaci nanoczagstek. W dalszej
kolejnosci nanoczastki trafiaja do strefy filtrowania wyposazonej w spektrometr masowy, ktory
umozliwia analiz¢ ich masy, a po uwzglednieniu parametréw wiasciwych materiatu pozwala
na okreslenie rozktadu $rednic syntezowanych nanoczastek. Dodatkowo spektrometr masowy
umozliwia selekcje warto$ci $rednic nanoczastek poprzez ~wykorzystanie filtra
kwadrupolowego. Po odfiltrowaniu nanoczastek 0 zadanych rozmiarach, trafiaja one do strefy
depozycji, gdzie osadzajg si¢ na wybranym podtozu. Uktad wyposazony jest w system kontroli
parametroOw nanoczgstek (W tym ich rozmiarow), co w pierwszej kolejnosci zalezy od nastaw
parametréw pradowych zasilajacych dany magnetron, réznicy ci$nien pomiedzy strefa
rozpylania i kondensacji, jak i sktadu mieszaniny gazow no$nych, ktore wplywajg na wartos¢
drogi swobodnej i czas przebywania w strefie kondensacji [180,181]. Nanoczastki

otrzymywane tg metodg charakteryzujg si¢ jednorodno$cig sktadu chemicznego, stosunkowo
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niewielkimi rozmiarami i niewielkim rozrzutem rozmiaréw, dobrg powtarzalnoscia procesow
oraz mozliwoscig skalowania procesu. Do wad tej metody mozna zaliczy¢ stosunkowo
niewielka ilo§¢ otrzymywanych nanoczastek w stosunku do czasu prowadzonego procesu oraz,
podobnie jak w metodzie CVD, koniecznos¢ osadzania nanomaterialdéw na danym podtozu.
Gltoéwng grupa materiatdw otrzymywanych tg metodg sg nanoczastki metali i ich stopy, w tym
CuNPs [182], AgNPs [183], AuNPs [184], ZnNPs [185], ZnFeNPs[186], FeAuNCs [187],
AUuPdNPs [188] ale rowniez tlenki, np. FesO4[189].

4.3. Biosynteza nanomaterialow

Ostatniag opisywang grupa metod jest synteza nanomaterialdw do zastosowan
biomedycznych z wykorzystaniem naturalnych czynnikow redukujacych. Mechanizm
otrzymywania nanoczastek jest w tym przypadku analogiczny do redukcji chemicznej opisane;j
w rozdziale 4.1.2., natomiast role reduktora pelnig w tym przypadku organizmy zywe, takie jak
ro$liny, grzyby, glony, bakterie lub wirusy [190]. Metoda ta, wykorzystujgca naturalne czynniki
bioredukujace, staje si¢ coraz bardziej popularna i zyskala miano zielonej chemii (ang. green
chemistry). Podajac za baza SciVal (Elsevier), ilo$¢ doniesien literaturowych dotyczacych
zielonej syntezy samych nanoczastek srebra (T.161) za okres ostatnich szesciu lat, to blisko
16.5 tys., przy czym w 2022 roku opublikowano az czterokrotnie wigcej prac niz w roku 2017.
Do gtownych czynnikow wptywajacych na przebieg syntez, poza wykorzystanym czynnikiem,
nalezy temperatura, pH oraz stgzenie wykorzystywanych reagentow [191]. Wykorzystanie
zasobOw naturalnych jako czynnikoéw bioredukujacych w syntezie nanoczasteczek niweluje
problem utylizacji reagentow wystepujacych przy metodach chemii mokrej, jest przy tym
niskokosztowe, a jednoczesnie pozwala na ptynne przejscie ze skali laboratoryjnej do skali
przemystowej. Z drugiej jednak strony zdanie si¢ na zyjace i nadal ewoluujgce organizmy, na
ktore ma wplyw wiele czynnikow zewnetrznych, wplywa negatywnie na powtarzalnos¢
wynikoéw syntez oraz generuje rozbieznosci w morfologii oraz rozmiarach otrzymywanych
nanomateriatow [192,193]. Niewatpliwie jednak biosynteza nanomateriatdw bedzie nadal
rozwijana, a sam proces udoskonalany, poniewaz jej potencjat ekologiczny jest bardzo wysoki.
Uwage zwraca szeroki zakres mozliwosci otrzymywania nanoczastek bioaktywnych tag metoda,

jego wybrane przyktady zostaty przedstawiono w Tabeli 4.1.

38



Tabela 4.1. Zestawienie wybranych nanomaterialow otrzymywanych na drodze biosyntezy. Nazwy

czynnika bioredukujgcego podano zgodnie z taksonomiq oraz nazwq polskq (jezeli wystepuje)

Material Czynnik bioredukujacy Rozmiar i ksztalt Lit.
Krocien ogoniasty 2050 nm
A : . 194
. Croton Caudatus Geisel nanoczastki sferyczne [194]
Fibroina pochodzenia 30+80 nm
Au jedwabnika morwowego  ksztalty niejednolite: sferyczne, [195]
Bombyx mori prety, nanopryzmy
. . 8+16 nm
Ag Lysiloma acapulcensis nanoczastki sferyczne [196]
Ag Pseudoduganella eburnea 8+24. i [197]
nanoczastki sferyczne
Cytryna zwyczajna 10+50 nm
. : 1
cu Citrus Limon nanoczgstki sferyczne [198]
. 35+65 nm
Se Ceropegia bulbosa nanoczastki sferyczne [199]
Cuo Rozchodmk karpacl.<| 26+§4 nm [200]
Hylotelephium telephium ksztatty nieregularne
9+31 nm
ZnO Deverra tortuosa nanoczastki heksagonalne [201]
. Miodla indyjska 15+45 nm
T ; . 202
iS¢ Azadirachta indica nanoczastki sferyczne [202]
. Szatwia hiszpanska 14+49 nm
N . . 2
0 Salvia hispanica L. nanoczgstki sferyczne [203]
Fe20s3 Withania coagulans 50+250 nm (215+20 nm) [204]
Nanoprety
Cr20s Abutilon indicum 15+45nm [205]

nanoczastki sferyczne

Zebrane w Tabeli 4.1. dane wskazujg na szerokie mozliwosci otrzymywania tag metodg zarowno
nanoczastek metalicznych jak i tlenkow metali. Zestawione materialy zostaly otrzymane
glownie z wykorzystaniem reduktoréw pochodzenia roslinnego, ale rowniez z uzyciem bakterii
(Pseudoduganella eburnea) oraz reduktorow pochodzenia zwierzecego, mianowicie fibroiny.
Warto réwniez zwrdci¢ uwage na réznorodnos¢ ksztaltéw otrzymanych nanomateriatlow, wsrod
ktorych znajdujg si¢ zarowno nanoczastki sferyczne, nanoprety 1 formy heksagonalne.
Mnogo$¢ dostepnych czynnikow redukujacych i ich jeszcze niepoznany wplyw na morfologie
otrzymywanych materiatow wskazuje na duzy potencjat badawczy metody biosyntezy

nanomateriatow w przysztosci.
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Podsumowujagc mozna stwierdzi¢, ze opisane metody bottom-up otrzymywania
nanomaterialdbw  nieorganicznych  umozliwiaja precyzyjnie  zaplanowana synteze
nanomateriatow aktywnych biologicznie. Metody chemii mokrej oraz biosynteza pozwalaja
z kolei na otrzymywanie materialow zdyspergowanych w $rodowisku roztworow, metody
prézniowe w S$rodowisku gazowym, ograniczajac wpltyw czynnikéw sSrodowiskowych.
Istotnym problemem, z punktu widzenia przemyshu, w przypadku metod mokrych jest
skalowalno$¢ procesow otrzymywania, natomiast metody préozniowe wymagaja wigkszego
startowego naktadu inwestycyjnego na poczatku produkcji. W konteks$cie formy uzyskiwanych
nanomateriatdbw waznym jest aby metode otrzymywania dobra¢ wlasciwie do typu
otrzymywanych struktur i ich aplikacji, prognozowanej morfologii oraz modelu uwalniania
czynnikdw  bioaktywnych, zwigzanych z usytuowaniem nanoczastek W obrgbie

nanokompozytu.
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5. Bioaktywne nanoczastki metali

Perspektywy rozwoju powtok na bazie polimeréw naturalnych sg S$cisle zwigzane
z poprawg ich funkcjonalnoéci oraz mozliwo$cig otrzymywania kompozytdow na osnowie
biopolimerowej. Gtéwng funkcjonalnos$cig, ktora jest szeroko badana w tego typu uktadach jest
mozliwo$¢ kontrolowanego uwalniania lekow w celu terminowego dostarczania precyzyjnych
dawek substancji czynnych. Dodatkowo modyfikacje z wykorzystaniem czynnikéw aktywnych
powinny by¢ skoncentrowane na optymalizacji warto$ci parametrow uzytkowych
opracowywanych uktadow. W przypadku implantéow dla ortopedii, w ich zakres wchodzi
symultaniczne dziatanie antybakteryjne i osteointegracyjne, uzyskane zwykle poprzez nadanie
warstwie odpowiedniej chropowato$ci powierzchni, oraz poprawa biokompatybilnosci
z tkanka kostng. Obecne rozwigzania, pomimo duzej liczby testowanych powlok
bioaktywnych, rzadko przechodza do fazy badan klinicznych, a jeszcze rzadziej do praktyki
Klinicznej [206]. W ostatnich latach rozwoj powlok 2z wykorzystaniem matryc
biopolimerowych taczy si¢ z otrzymywaniem bionanokompozytow i najczesciej polega na

faczeniu biopolimerdéw z bioaktywnymi nanoczastkami i/lub antybiotykami.

5.1. Nanoczastki srebra

Srebro, w postaci metalicznej lub jego roztwordéw, od czasoéw antycznych bylo stosowane
jako srodek przeciwbakteryjny, co tlumaczy fakt zwrdcenia si¢ w strong¢ otrzymywania
nanoczastek srebra wraz z rozwojem nanotechnologii. Wysoki potencjat antybakteryjny AgNPs
doprowadzit do licznych prac badawczych, dzigki ktorym nanoczastki srebra uwazane sg za
jedne z najlepiej scharakteryzowanych nanomateriatow [207]. Struktury te wykazuja unikalne
wlasciwosci elektryczne, optyczne 1 katalityczne, ktére moga by¢ z powodzeniem
wykorzystywane do wytwarzania m. in. systemoéw kontrolowanego dostarczania lekow oraz
obiektow uzytecznych w diagnostyce (obrazowanie i biosensoryka) [208]. Jednak to wyjatkowa
aktywnos¢ antybakteryjna i przeciwgrzybicza nanoczastek srebra spowodowaly szerokie
zastosowanie tego materialu w bioinzynierii [209], ale i réwniez w kosmetyce [210],

konserwacji zywnosci [211] oraz otrzymywaniu powtok funkcjonalnych [212].

Mechanizm aktywnos$ci antybakteryjnej nanoczastek srebra nie jest jednoznacznie
okreslony, istnieje kilka teorii wedtug ktorych AgNPs mogg wpltywaé na $mieré bakterii.

Opisane w literaturze mechanizmy zostaty schematycznie przedstawione na Rys. 5.1.
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Rys. 5.1. Schemat mechanizmow aktywnosci antybakteryjnej nanoczqgstek srebra (opracowanie wiasne,
na podstawie [213]).

Pierwsza z opisywanych w literaturze strategii antybakteryjnosci stanowia oddziatywania
elektrostatyczne dodatnio natadowanych nanoczastek i jondw srebra ze Sciang komorkowa,
ktora charakteryzuje si¢ tadunkiem ujemnym. Podczas kontaktu nastepuje infiltracja $ciany
i btony komorkowej przez AgNPs, skutkujaca przerwaniem jej ciagglosci. Powoduje to
wyplyniecie cytoplazmy oraz wewngtrznych struktur komorkowych i w konsekwencji $mier¢
bakterii [214]. Powyzszy mechanizm obserwowany jest czgéciej w przypadku bakterii Gram-
ujemnych ze wzgledu na mniejszg grubos¢ sciany komorkowej (3-4 nm) wzgledem bakterii
Gram-dodatnich (30 nm) [215]. Istotnym parametrem wptywajacym na antybakteryjno$¢ jest
réwniez Srednica nanoczastek srebra, im mniejsza tym zapewnia tatwiejsze przenikanie $ciany

1 blony komoérkowe;.

Pozostate strategie sa zwigzane z zaburzeniami kluczowych wewnatrzkomorkowych
procesOw bakterii, do ktorych zalicza si¢ (i) zaklocanie replikacji oraz defragmentacje
tancuchow DNA [216]; (ii) denaturacje rybosoméw powodujgca zahamowanie translacji
i syntezy biatek [213]; (iii) oddziatywanie na gospodarke enzymatyczng, co przyczynia si¢ do
hamowania wewnatrzkomorkowych funkcji  biologicznych [217] oraz (iv) inaktywacje
dehydrogenaz tancucha oddechowego powodowang przez wytwarzanie reaktywnych form
tlenu (ROS), ktora hamuje oddychanie i wzrost bakterii [218].
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Co wazne, antybakteryjno$¢ charakterystyczna dla nanoczastek nie podlega
antybiotykoopornosci, co umozliwia szerokie i dtugotrwate stosowanie ich jako terapeutykow
[219]. Na uwage zastuguje jednak rowniez konieczno$¢ rozwaznego dozowania AgNPs ze

wzgledu na ich dziatanie cytotoksyczne in vivo w zbyt wysokich stezeniach [220].

5.2. Nanoczastki zlota

Wykorzystanie nanoczastek ztota w aplikacjach biomedycznych mozna podzieli¢ na trzy
obszary, mianowicie wsparcia diagnostycznego, dziatania terapeutycznego i aktywnosci
immunologicznej [221]. Dziatania diagnostyczne prowadza do wykorzystania ztota
w obrazowaniu in vivo jako kontrastu, w tym w rezonansie magnetycznym, pozytonowej
tomografii emisyjnej lub potaczeniu tych technik [222]. Dodatkowo struktury te, z uwagi na
wystegpowanie powierzchniowego rezonansu plazmonowego (SPR, ang. Surface Plasmon
Resonance), wykorzystywane s3 do tworzenia biosensorow. Zmiana rezonansu
powierzchniowego w kontakcie z analitem prowadzi do jego detekcji i mozliwos$ci prowadzenia

pomiarow jakosciowych i ilo§ciowych do rozdzielczosci attomolowych [223].

Nanoczastki zlota wykorzystywane sa réwniez w prowadzeniu terapii fototermicznej,
w efekcie ktorej precyzyjnie dozowane nanoczastki, najczg¢sciej modyfikowane w Kierunku
terapii celowanych, lokalizuja si¢ w obszarze komorek nowotworowych, a ich immobilizacja,
zwykle na drodze promieniowania elektromagnetycznego z zakresu 650900 nm (zwanego
,oknem Dbiologicznym”), prowadzi do lokalnego zwickszenia drgan oraz osiggnigcia
temperatury $Smiertelnej dla komorek 0 zaburzonym cyklu [224]. Druga strategia wykorzystania
AuNPs w leczeniu nowotworéw jest ablacja pradem o czestotliwosci radiowej. Metoda ta
réwniez wykorzystuje lokalny wzrost temperatury generowany przez nanoczastki wzbudzane
przez prad przemienny $redniej czestotliwosci. Podczas zabiegu do guza z dostarczonymi
wczesniej nanoczastkami wprowadza si¢ sond¢ przypominajacg igle, ktora jest zrodiem pradu
wplywajacego na nanoczastki [225]. Jednakze doktadny mechanizm zachowania AuNPs pod
wptywem pradu o czestotliwosci radiowej nie jest znany. W literaturze mozna znalez¢ opisane
trzy mozliwe sposoby dzialania: (i) ogrzewanie joulowskie lub indukcyjne, (ii) ogrzewanie
magnetyczne lub (iii) ogrzewanie elektroforetyczne. Kazdy z tych mechanizméw jest silnie
zalezny od czestotliwosci zastosowanego promieniowania, ale réwniez wielkosci 1 ksztattu

nanoczastek ztota [226].
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Znaczna skuteczno$¢ terapeutyczna nanoczastek, w poroOwnaniu z typowymi terapiami,
zalezy od ich bioaktywnos$ci, znacznego rozwinigcia powierzchni i wysokiego potencjatu do
modyfikacji powierzchni. Nanoczastki ztota w bezposrednim dziataniu nie maja wasciwosci
antybakteryjnych, wymagaja bowiem obecnosci srodowiska lub substancji, ktora aktywuje ich
potencjat bakteriobdjczy [227]. Dodatkowo, AUNPs mogg pehi¢ role nosnikow lekow i terapii
genowych, ze szczeg6lnym uwzglednieniem terapii celowanych lub systemow kontrolowanego
dostarczania leku [228,229]. Potaczenie czynnika aktywnego z nanoczastkami ztota ma na celu
przede wszystkim poprawe jego stabilno$ci i zmniejszenie jego skutkow ubocznych. Potgczenie
mozna osiggna¢ wykorzystujac modyfikacje powierzchniowa nanoczastek i utworzenie wigzan
kowalencyjnych lub niekowalencyjnych z przenoszong substancja czynna. Wigzania
niekowalencyjne obejmuja gtéwnie modyfikacje elektrostatyczng, wigzania van der Waalsa,
wigzania nt-nt oraz efekty hydrofobowe [230]. Jednakze tego typu oddziatywania charakteryzuja
si¢ staba selektywnos$cig i matg sita adsorpcji, ktora zwykle powoduje oddzielanie si¢
czynnikow aktywnych od AuNPs pod wplywem $§rodowiska organizmu (np. zmiennego pH)
[231]. Skutkowa¢ t0 moze uwolnieniem leku przed miejscem jego planowanej aktywnos$ci
terapeutycznej, niekiedy przyspiesza metabolizowanie leku oraz moze prowadzi¢ do
toksycznego dziatania. Wyzszg stabilno$¢ zapewnia wykorzystanie wigzan kowalencyjnych
utworzonych mi¢dzy AuNPs, a np. grupami siarczkowymi lub azotkowymi [232]. Czynnikami
aktywnymi, ktorymi najczesciej] modyfikowane sg nanoczastki ztota sg antybiotyki, w tym

gentamecyna, wankomycyna, streptomycyna, penicylina lub ampicylina [233].

5.3. Nanoczastki miedzi

W ostatnich latach potencjal przeciwnowotworowy i antybakteryjny materialdéw na bazie
nanoczastek metali, w tym zlota, srebra i miedzi, byt przedmiotem badan wielu naukowcow
w $wiecie. Nanoczastki miedzi to szczego6lna grupa nanoczastek metalicznych, wytwarzanych
przy uzyciu nowoczesnych technologii, o korzystnych wiasciwosciach fizykochemicznych,
biologicznych i mechanicznych [234]. Nizszy koszt miedzi, w poréwnaniu ze zlotem
i srebrem, skutkuje lepszym rozwojem nanoczastek miedzi jako $rodkow terapeutycznych.
Synteza wspomnianych nanoczastek obejmuje stosunkowo krotkie i proste procedury
doswiadczalne, jednoczesnie zapewnia wysoka wydajnos¢ ich wytwarzania w poréwnaniu
z innymi rodzajami nanoczastek metalicznych [235]. Stosunkowo szeroki zakres rozmiaréw
wspomnianych czgstek miedzi oraz korzystny stosunek powierzchni do objetosci wplywaja na

ich skuteczno$¢ jako srodkow terapeutycznych [236]. Ponadto wykazano, ze miedz i CuNPs
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wykazuja zwigkszong toksycznos¢ wobec réznych mikroorganizmow, stajac si¢ w ten sposob
skutecznym s$rodkiem antybakteryjnym, przeciwgrzybicznym i przeciwwirusowym [237,238].
Proponowane w literaturze mechanizmy antybakteryjnosci sg analogiczne do tych opisanych
dla nanoczgstek srebra w rozdziale 5.1. z wytgczeniem strategii niszczenia btony i $ciany
komorkowej, przez ktore CuNPs przenikajg [239]. W przypadku mechanizmu dziatania
przeciwwirusowego rola CuNPs nie jest wcigz znana, natomiast niektore prace wskazuja na
mozliwe ograniczenie przez nanoczastki przedostawania si¢, przylaczania si¢ i replikacji wirusa
[240,241]. Mechanizm aktywno$ci przeciwgrzybicznej réwniez nie jest jednoznacznie
zbadany, natomiast badania wobec kropidlaka czarnego (Aspergillus niger) wykazaty
zaburzenia jego wzrostu poprzez zmiany aktywnosci metabolicznej [242]. Z kolei prace
przeprowadzone przez Shende, et al. [243] na grzybach z rodziny Fusarium (F. oxysporum,
F. graminearum i F. culmorum) wskazuja na zaktécanie mechanizmow replikacji i transkrypcji
DNA, oraz inaktywacje bialek poprzez interakcj¢ z grupami —SH. Nie ulega jednak
watpliwosci, ze miedz jest jednym z najsltabiej zbadanych materiatow pod wzgledem
mechanizmow biobojczych ze wzgledu na zwigkszong niestabilno$¢ z uwagi na utlenianie oraz

fakt, Zze czgsto tworzy kompleksy z czasteczkami wody w srodowisku wodnym.

Ponadto nanoczastki miedzi moga by¢ stosowane jako $rodki rozszczepiajace DNA 1 silne
srodki przeciwnowotworowe. Wynika to z ich zdolnosci do wigzania z bioczgsteczkami
I modyfikowania ich wtasciwosci powierzchniowych, co dotyczy rowniez enzymow i biatek
[244]. Warto rowniez zauwazy¢, ze nanoczastki miedzi moga tez penié rolg skutecznych
nanopreparatow dostarczajacych leki 1 molekularnych systemow dawkowania, peinigc rolg

regulatoréw wzrostu komorek nowotworowych [245].

Podsumowujac ten rozdzial mozna stwierdzi¢, ze potencjal, ktérym charakteryzuja si¢
nanoczastki ztota, srebra oraz miedzi w kontekscie zastosowan w biomateriatach jest ogromny.
Wszystkie z opisanych powyzej nanomaterialow moga wspiera¢ lub aktywnie dziataé
antybakteryjne, przeciwgrzybiczo oraz przeciwwirusowo, co wptywa korzystnie na adaptacj¢
implantow szczeg6Olnie w pierwszych etapach po operacji oraz ogranicza¢ niepozadane
odrzucenie wszczepu. Ponadto nanoczastki metali mogg by¢ modyfikowane powierzchniowo,
co zwieksza ich potencjat w =zastosowaniach diagnostycznych oraz terapeutycznych.
Wykorzystanie no$nikOw w postaci nanoczastek, na ktore mikroorganizmy nie wyksztatcity
opornosci otwiera mozliwos$ci stosowania terapii celowanych oraz precyzyjnego dozowania

czynnikéw aktywnych do organizmu wymagajacego interwencji medyczne;.
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6. Uwalnianie czynnikow bioaktywnych

Czynniki o dziataniu bioaktywnym, stanowigce czg¢sci sktadowe biomateriatow, aby mogly
speli¢ swojg funkcj¢, muszg zosta¢ uwolnione w odpowiednim momencie. Opisane
w Rozdziale 5 nanoczastki bioaktywne stanowia przyktad czynnikow, ktorych gtownym celem
jest aktywno$¢ terapeutyczna po implantacji oraz bioaktywno$¢ prowadzaca do minimalizacji
ryzyka odrzucenia implantu przez organizm. Uwalnianie czynnika powinno by¢ zatem
zaplanowane w mozliwie jak najbardziej precyzyjny sposdb, w kontekscie zarowno wartosci
stezen terapeutykow, jak 1 czasu ich dozowania. Dla przyktadu na Rysunku 6.1 zaprezentowano

schemat modelowej kinetyki uwalniana leku.
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Rys. 6.1. Schemat modelowej kinetyki dozowania lekéw, niezbednej do utrzymania okna
terapeutycznego (opracowanie wlasne).

Pozadane dozowanie leku do organizmu powinno by¢ realizowane w ilosci powyzej
minimalnego stgzenia hamujacego (MIC, ang. Minimum Inhibitory Concentration),
a jednocze$nie ponizej stezenia cytotoksycznego. Zakres ten nazwany jest oknem
terapeutycznym, a wspomniane dziatanie pozwala na skuteczne eliminowanie bakterii, przy
jednoczesnym braku zagrozenia dla pacjenta. Poza pozadanymi zakresami stezen istotny jest
rowniez interwal pomiedzy kolejnymi dawkami terapeutykow. Zbyt dtugi czas moze prowadzi¢
do spadku stgzenia ponizej MIC, co zwykle umozliwia namnazanie si¢ bakterii, natomiast zbyt
czeste dozowanie leku doprowadza do utrzymywania si¢ jego ste¢zenia na wysokim poziomie,

I w rezultacie sprzyja adaptacji bakterii i wytworzenia opornosci na jego dziatanie, ich
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namnazania si¢ i pogltebiania infekcji. Opisany mechanizm okresla si¢ antybiotykoopornoscia
(AMR, ang. Antimicrobial Resistance) i niewatpliwie jest wyzywaniem, przed ktérym staje
wspotczesna medycyna 1 wszelkie nauki pokrewne, ze wzgledu na coraz szybsze adaptowanie
si¢ bakterii do nowych lekow [246]. Prognozowane konsekwencje antybiotykoopornosci
opisane zostaly rowniez w raporcie WHO (ang. World Health Organization) i OECD
(ang. Organisation for Economic Cooperation and Development) [247]. Opracowania
wskazuja, ze do 2050 roku AMR bedzie najczestszg przyczyng $mierci, prognozuje si¢ az

10 mln zgonow z powodu AMR, wobec 8.2 mln zgonéw spowodowanych nowotworami.

W konteksécie tematyki niniejszej pracy nalezy rowniez zwroci¢é uwage na rolg
nanotechnologii bedacej obecnie nieodigczng czgscig medycyny. W szczegolnosei, jak to
zostato opisane w Rozdziale 5, wykorzystuje si¢ ja do projektowania biomateriatdéw oraz
obrazowania medycznego. W $wietle obecnych badan nanomaterialy jako niezalezne
terapeutyki lub sprz¢zone z antybiotykami w kontakcie z bakteriami, bedacymi zagrozeniem
dla ludzi, nie wyksztalcajg w nich mechanizmu antybiotykoopornosci [248,249]. Warto jednak
zwrdci¢ uwage na wystepujace w przyrodzie bakterie, ktére wyksztatcity opornos¢ na wysokie
stezenia jonéw metali, w tym miedzi (szczepy Sphingomonas i Stenotrophomonas) [250] lub

metali ciezkich, w tym kadmu i otowiu (szczepy Klebsiella i Enterobacter) [251,252].

Nanotechnologia pomimo znakomitych efektow antybakteryjnych moze nie$¢ pewne
zagrozenia, o ktorych wspomina m. in. A. Hasan, et al. [253]. Glownym problemem jest
nieznany na ten czas dtugofalowy efekt zachowania nanoczastek w ludzkim organizmie.
Najbardziej niebezpieczne skutki moga by¢ zwigzane z mozliwym dziataniem rakotworczym,
teratogennym i cytotoksyczno$cig. Ryzyko zmian zalezy w duzej mierze od dawki i czasu
ekspozycji nanoczastek na organizm, dlatego zastosowanie bionanomateriatbw powinno
odbywaé¢ si¢ w sposob celowy i racjonalny. Warto réowniez wspomnie¢ o aspekcie
srodowiskowym syntezy i1 wykorzystywania nanomaterialow. Zrownowazone podejscie do
wytwarzania zwigzkow chemicznych oraz gospodarki odpadami chemicznymi powoduje
promowanie zielonych metod otrzymywania [254,255], do ktorych zalicza sig m. in. metoda
IGC-MS (ang. Inert Gas Condensation — Magnetron Sputtering). Ponadto duze znaczenie ma
przedostawanie si¢ nanomateriatdw do Srodowiska, CO ma miejsce po speknieniu przez nie
zaktadanej roli, stanowi to temat licznych badan w obrebie zanieczyszczenia $rodowiska
wodnego [256], lokalnych ekosystemow [257] oraz wtdrnego wptywu tych struktur na zdrowie
ludzi [258]. W tym aspekcie projektowanie nanokompozytéw wymaga rowniez odpowiedniego

I intencjonalnego gospodarowania ryzykiem.
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6.1. Modele kierowanego uwalniania

Model uwalniania leku umozliwia dostarczenie aktywnego sktadnika (leku) w celu
uzyskania pozadanej odpowiedzi terapeutycznej. Konwencjonalne systemy dostarczania lekéw
(tabletki, kapsutki, syropy, masci itp.) charakteryzuja si¢ brakiem aktywnego dozowania
1 wahaniami st¢zen leku w osoczu. Bez kierowanego mechanizmu uwalniania caly proces
terapeutyczny moze by¢ nieskuteczny ze wzgledu na brak zachowania rezimu szybkosSci
I precyzyjnego, miejscowego dozowania. Systemy kontrolowanego dostarczania lekoéw
opracowuje si¢ w celu zwalczania problemow zwigzanych z konwencjonalnym dostarczaniem
terapeutykow. Istotny rozwoj w zakresie modeli kKierunkowego uwalniania lekow miat miejsce
od lat sze$¢dziesigtych XX w., poczawszy od ery ,,makro” i ,mikro”, az po inteligentne

ukierunkowane dostarczanie, zwane erg ,,nano”.

6.1.1. Era,makro”

Jak wspomniano, idea kontrolowanego dostarczania terapeutykéw do organizmu
towarzyszy naukowcom od lat szes$¢dziesigtych XX w., kiedy pierwsze udane proby
kontrolowanego uwalniania leku przyjmowanego oralnie poczynit Smith K. Beecham,
proponujac dozowanie dekstroamfetaminy wykorzystujac technologie Spansule® [259].
Granulki stymulanta, éwczes$nie stosowanego na ograniczenia taknienia, a obecnie przy
leczeniu zespotu nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi (ADHD, ang. Attention
Deficit Hyperactivity Disorder), byly uwalniane przez 12 godzin z kapsutki wykonanej ze
stopniowo rozpuszczajgcego si¢ materiatu [260]. Jeszcze w tej samej dekadzie kontrolowane
uwalniane zostato zaadaptowane przy wytwarzaniu biomateriatow przez Alexa Zaffaroni,
zalozyciela firmy Alza Corporation, obecnie be¢dacej czescig korporacji Jonsons & Jonson
[261]. Zaffaroni opracowatl dwa pierwsze biomateriaty z kontrolowanym uwalnianiem leku,
Ocusert® - implant okulistyczny aplikowany na spojowke oka z pilokarping wykorzystywang
w leczeniu jaskry [262] oraz Progestesert® - wewngtrzmaciczna wktadka uwalniajaca
dziatajacy antykoncepcyjnie progresteron [263]. Opracowanie wspominanych produktow
rozpoczgto ere ,makro” w systemach kontrolowanego dozowania lekéw. Kontrola nad
uwalnianym terapeutykiem byta osiggana przez opracowanie rezerwuaru z lekiem otoczonym
membrang. Do konstrukcji membrany wykorzystywano materialty porowate, odporne na
degradacje w srodowisku implantacji oraz posiadajace wtasciwosci hydrofobowe. Dozowanie

medykamentu zachodzitlo w oparciu o podstawowe prawo dyfuzji (I prawo Ficka), a jego
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kinetyke charakteryzowat przebieg liniowy, modelowo zaprezentowany na Rysunku 6.2.a.
[264].
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Rys. 6.2. Modelowe schematy kinetyk dozowania lekéw w poszczegdlnych erach rozwoju systemow: a)
,,makro”, b) ,,mikro” oraz c) ,,nano”’ (opracowanie witasne).

Projektowanie biomaterialow, ktore reprezentuje model uwalniania o przebiegu
liniowym, uwzglednia dobor niebiodegradowalnego materiatu o odpowiedniej porowatosci,
odpowiadajgcego rozmiarom terapeutyk, ktory ma si¢ z niego uwolnié. Kierujagc rozmiarami
poréw, mozna zaproponowa¢ odpowiedni postgp uwalniania, natomiast wiasciwosci

hydrofobowe sa niezb¢dne do zapobiegania wyptukiwania leku z biomateriatu [265].

6.1.2. Era,mikro”

Poczatkiem drugiej ery kontrolowanego uwalniania lekow z biomateriatow byta adaptacja
biodegradowalnych polimerow bazujacych na kwasach polihydroksylowych [266]. Prace nad
synteza polilaktydu (PLA) oraz poliglikolidu (PGA), a nastepnie otrzymanie z nich kopolimeru,
doprowadzity do otrzymania poli(laktyd-co-glikolid)u (PLGA), ktory w proporcjach
10/90 mol/mol zostal opatentowany i wprowadzony na rynek w 1974 roku, w postaci
resorbowalnych nici chirurgicznych pod nazwa Vicryl® [267]. Na przetomie lat 70-tych
I 80-tych XX w. zdolno$¢ do biodegradacji PLGA =zaczg¢la by¢ wykorzystywana
w projektowaniu lekéw. Do pierwszych prob kontrolowanego uwalniania lekéw z matrycy
biodegradowalnej mozna zaliczy¢ otrzymywanie preparatOw na bazie mikroczastek PLGA
z hormonem wzbudzajacym lutroping (LHRH, ang. Luteinizing-Hormone-Releasing

Hormone), odpowiadajacym za cykl rozrodczy u ssakow [268]. Preparat ten uwalnial lek przez
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miesiac, nie zostal jednak wprowadzony na rynek. W przeciwienstwie do Decapeptylu® LP,
ktory niecata dekade pozniej, w 1986 roku, z sukcesem zostat opracowany przez tg samg grupe
z Southern Research Institute. Mikroczastki PLGA zostaly wypelione D-Trp-6 LHRH
uwalniajgcym si¢ przez sze$¢ miesiecy i majacym dziatanie w leczeniu raka prostaty [269]. Po
jego sukcesie pierwszy opisany preparat rowniez zostal wprowadzony w 1989 roku na rynek

pod nazwa Lupron® [261].

Model uwalniania leku z materialu charakterystycznego dla ery ,,mikro” zostat
zaprezentowany na Rys. 6.2.b. Lek uwalniania si¢ w ilosci do osiggniecia dziatania
terapeutycznego, a nast¢pnie utrzymuje stezenie na tym samym poziomie przez dhugi czas. Jest
to zwigzane z degradacja polimeru, w ktorym znajduje si¢ terapeutyk. Przy projektowaniu
takiego materiatu nalezy zwr6ci¢ uwage na szybkos$¢ degradacji polimeru w $rodowisku

wszczepu oraz jednolite zdyspergowanie terapeutyka w objg¢tosci catej matrycy.

Nie bez znaczenia sg roOwniez zagrozenia i wyzwania, ktore towarzysza temu podejsciu do
projektowania i uwalniana lekow. Przyktadowo N. Abu-Thabit, et al. [269] wskazuje na
konieczno$¢ otrzymywania kapsulek o jednakowych rozmiarach, co jest niezbgdne do
zachowania jednolitego modelu degradacji i w rezultacie precyzyjnego dozowania czynnika
aktywnego. Wspominany problem wciaz stanowi wyzwanie dla technologii, czego dowodem
sg liczne doniesienia opisujace metody otrzymywania materialow 0 mozliwie jak najmniejszym
rozrzucie rozmiar6w, np. mikroczastek PLGA [270] lub nanoczastek lipidowych [271]. Drugie
wyzwanie, ktore stoi przed materialami tej ery, to wspomniana we wstepie do tego rozdzialu
antybiotykoopornos$¢, ktora jest promowana przez przebieg krzywej dozowania leku (Rys.
6.2.b.). Utrzymywanie si¢ stezenia danego terapeutyka na statym poziomie promuje bowiem

wytworzenie oporno$ci bakterii na dziatanie srodka aktywnego.

6.1.3. Era,nano”

Rozpoczecie ery ,,nano” bylto naturalng odpowiedzig na rozwo6j nanotechnologii, ktora
zostala rowniez zaimplementowana do systemow kontrolowanego uwalniania lekow.
A. Hoffman w pracy przegladowej [261] wskazuje na trzy istotne obszary, ktore wplyngty na
rozpoczgcie nowej ery. Pierwszym z nich jest rozwoj sprzezen lekow lub ich no$nikow
z poli(tlenekiem etylenu) (PEG), ktory stabilizuje terapeutyki i wydtuza czas ich przydatnosci
[272]. Drugim obszarem byl rozwdj terapii celowanych (ang. active targeting), ktore

wykorzystuja specyficznos$¢ i selektywnos$¢ polaczen biologicznych ligandéw (przeciwciat,
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peptydoéw lub matych czasteczek) z receptorami btony komorkowej [273]. Opisana wiasciwo$¢
jest wykorzystywana przy funkcjonalizacji powierzchni nosnika leku wlasciwym ligandem,
ktory moze przylaczy¢ si¢ we wilasciwym miejscu i pozwoli¢ na transport leku. Ostatnim
impulsem byto odkrycie efektu zwigkszonej przepuszczalno$¢ i retencji naczyn guza (EPR,
ang. Enhanced Permeability and Retention Effect) przez Hiroshi Maeda w 1986 roku [274].
Odkrycie to wskazato na powstawanie zdeformowanych i nieszczelnych naczyn krwiono$nych
w obrgbie nowotworu, ktore sa zdolne do biernego transportu nanoobiektow do komorek

nowotworowych, co w efekcie poprawia skutecznos¢ leczenia terapeutycznego [275].

Typowy mechanizm uwalniania leku w czasie przebywania biomaterialu w organizmie
zostat schematycznie zaprezentowany na Rys. 6.2.c. Idea kontroli transportu leku na tym etapie
rozwoju jest dostosowanie jego dawki do potrzeb pacjenta tak, aby jego stezenie byto w oknie
terapeutycznym (Rys. 6.1.), ale nie utrzymywato si¢ dtugo na jednolitym poziomie. Taki model
pozwala na ograniczenie ryzyka zwigzanego z wytworzeniem przez bakterie wspomnianej
antybiotykoopornosci. Uwalnianie zatem ma dziatanie impulsowe, jednocze$nie majac na
wzgledzie terapie celowana. Lek trafia do specyficznych receptorow, ktore wymagaja procesu
leczenia. Gama materiatow, ktora jest wykorzystywana do projektowania lekow ery ,,nano” jest
bardzo szeroka, te musza jednak speinia¢ wymagania W zakresie rozmiaru oraz posiadac
zdolnos$¢ do powierzchniowej modyfikacji przez ligand [276]. Do najpopularniejszych grup
materiatow zaliczy¢ mozna wspominane juz polimery (PEG, PLGA) [277], liposomy [278]

oraz nanoczastki nieorganiczne [279,280].

Zaprezentowane w powyzszym rozdziale mechanizmy intencjonalnego modyfikowania
materiatow w celu efektywnego dostarczania lekow sg jednym ze skladowych elementow
nowoczesnych biomateriatow, od ktorych oczekuje si¢ znacznej funkcjonalnosci.
Prezentowane w niniejszej pracy doktorskiej uklady warstwowe bazuja na mechanizmach
charakterystycznych dla ery ,,mikro”, czyli uwalniania poprzez degradacj¢ materiatu. Z kolei
w zakresie intencjonalnego uwalniania statej dawki czynnika bioaktywnego, bedacego
w zakresie okna terapeutycznego, aspiruja do ery ,,nano”. Jednoczesnie zaktada sie, ze struktury
te mozna modyfikowac¢ w zakresie szybkosci uwalniania niezbednej dawki oraz czasu trwania

terapii.
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Czes¢ eksperymentalna

7. Cel naukowy oraz tezy pracy

Celem naukowym niniejszej rozprawy bylo zaproponowanie powierzchniowej
funkcjonalizacji stopu z pamiecia ksztaltu NiTi do zastosowan w implantologii, ze
wskazaniem na chirurgi¢ ortopedyczng. Majgc na wzgledzie aktualny stan wiedzy
1 do$wiadczenia wlasne w modyfikacji powierzchni implantow metalicznych, zaplanowano
prace prowadzace do uzyskania funkcjonalnych struktur warstwowych na powierzchni nitinolu.
Zaproponowana metodyka badawcza dla wspomnianej modyfikacji powierzchni miata na celu
(i) spelnienie warunkow dla biozgodnosci modyfikowanego stopu z tkankg Kkostng;
(if) wytworzenie struktur, o okre§lonych parametrach chropowatos$ci oraz zwilzalnosci,
sprzyjajacych adhezji komorek i powodujac ich prawidtowy wzrost; (iii) sprzyjaé ograniczeniu
warto$ci potencjatu korozyjnego, tym samym stanowi¢ barier¢ dyfuzyjng dla pierwiastkow
sktadowych stopu ograniczajaca ich negatywny wptyw na organizm; (iv) wykazywac dziatanie
antybakteryjne, o mozliwie jak najbardziej precyzyjnym modelu uwalniania czynnikéw

bioaktywnych, dla ograniczenia infekcji w obrgbie wszczepu.

Nawiazujac do tematyki dysertacji w pracy eksperymentalnej sformutowano nastgpujace

tezy:

i.  Modyfikacja powierzchni stopu NiTi w $rodowisku kwasowym jest istotnym
etapem obrobki, ktory pozwala na ograniczenie uwalniania z jego powierzchni

wolnych pierwiastkow sktadowych stopu, ze szczegdlnym uwzglednieniem niklu.

ii.  Modyfikacja chemiczna oraz etap wstepnej obrobki powierzchni stopu NiTi
w warunkach plazmy sprzyja funkcjonalizacji powierzchni stopu przed procesem

otrzymywania powtok na bazie biopolimerow.

iii.  Zaproponowany etap otrzymywania powtok bionanokompozytowych wptywa
korzystnie na odporno$¢ korozyjng stopu NiTi w warunkach symulowanego

srodowiska organizmu.

iv.  Zaproponowane strategie otrzymania warstw bionanokompozytowych na bazie
biopolimeréw 1 nanoczgstek zlota, srebra i miedzi prowadza do otrzymania uktadow

nie wykazujacych cytotoksycznosci w kontakcie z linig komorkowa osteoblastow

(MG-63).
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vi.

Vil.

Czynniki bioaktywne w postaci nanoczastek (Au, Ag, Cu), uwalnianych
z powierzchni uktadow warstw, Wwykazuja dzialanie antybakteryjne lub
bakteriostatyczne w kontakcie z szczepami Staphylococcus aureus oraz Escherichia

coli.

Otrzymywanie pokry¢ o sekwencyjnej budowie warstwowej, na bazie chitozanu
1 warstwy nanoczastek metali, pozwala na kontrolowane uwalnianie nanostruktur
z matrycy biopolimeru, tym samym sprzyja indywidualnemu dostosowaniu

schematu uwalniania do potrzeb pacjenta.

Otrzymanie powlok na bazie chitozanu i nanoczastek metali szlachetnych na
powierzchni stopu NiTi wykazuje potencjat aplikacyjny tej technologii w chirurgii

ortopedycznej.
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8. Metodyka badawcza
8.1.0pis prac eksperymentalnych

W niniejszej pracy zaproponowano Kilkuetapowy proces modyfikacji powierzchni nitinolu,
w tym obrobke mechaniczng i chemiczng, aktywacje plazmochemiczng oraz otrzymywanie
w ostatnim etapie warstw na bazie chitozanu z dodatkiem nanoczastek ztota, srebra i miedzi.
Warto doda¢, ze dobor warunkéw trawienia chemicznego byt przeprowadzony w taki sposob,
aby w rezultacie ograniczy¢ ilo$¢ wolnego niklu na powierzchni modyfikowanego stopu ze
wzgledu na poprawe biozgodnos$ci tego pierwiastka. Z kolei aktywacja powierzchni stopu
w plazmie, z wykorzystaniem procesow chemicznego osadzania z fazy gazowej, miata na celu

poprawe adhezji, otrzymywanych w kolejnym etapie, powtok.

Pokrycia zostaly otrzymane z zastosowaniem dwoch rdéznych koncepcji syntezy
bionanokompozytéw. Pierwsza z nich bylo otrzymanie koloidow nanoczastek ztota i srebra
w srodowisku chitozanu metodg redukcji chemicznej, a nastepnie wykorzystanie otrzymanego
medium do depozycji warstw metoda immersyjng na powierzchni stopu. Druga koncepcja
zakladata wykorzystanie metody hybrydowej, bedacej polaczeniem metod immersji oraz
kondensacji z fazy gazowej w obecnosci gazu obojetnego. Nanokompozyty otrzymane zgodnie
z zatozeniami drugiej koncepcji miaty mie¢ budowe warstwowa w charakterze kanapki
(ang. Sandwich-Structured Composite), gdzie zewnetrzne warstwy zbudowane sg z chitozanu,
natomiast Srodkowa warstwe stanowig nanoczastki ztota, srebra lub miedzi. Przeglad aktualnej
literatury w zakresie otrzymywania warstw nanokompozytowych, zaprezentowany w pierwszej
czesci dysertacji, pozwolil na okreslenie wymagan stawianym powlokom funkcjonalnym
w aplikacjach dla ortopedii, w szczegolnosci w zakresie biozgodnosci z tkanka kostng, wartosci
chropowato$ci powierzchni implantu wspomagajacego jego osteointegracj¢, odpornosci na
korozje w srodowisku plynéw ustrojowych organizmu oraz intencjonalne uwalnianie czynnika
bioaktywnego, w tym dziatanie antybakteryjne. W kontekscie oczekiwanych wlasciwosci

implantu zostaty zestawione dwie, opisane wcze$niej, koncepcje.

W niniejszej pracy przeanalizowano wybrane wlasciwosci fizykochemiczne 1 uzytkowe
otrzymywanych serii eksperymentalnych, a uzyskane rezultaty przedyskutowano w odniesieniu
do najnowszych doniesien z literatury przedmiotu. Schemat przeprowadzonych modyfikacji

oraz metod ich badan zostat przedstawiony na Rys. 8.1.
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Schemat metodyki badawczej

Przygotowanie Obrébka Obrébka w warunkach Depozycja powtok
powierzchni stopu chemiczna plazmy bioaktywnych

' i : Warstwy na bazie Warstwy
: é koloidow hybrydowe
2.3% NHs; 66. 5% H,SC, 2.5% HCI 10.3% NH;
13.6% H:0, 9.0% H,0, 14.0% HNO; 5.3% H,0,
/ 9 CS@AUNPs CS/AuUNPs/CS
Metody badar ‘ CS@AgNPs ‘ ‘ CS/AgN Ps/CS ‘
Obrazowanie Topografia Zwilzalnosc O ‘ CS/CuNPs/CS ‘
mikrostruktury powierzchni powierzchni ”~
Metody badan

[ Ch;l;{iidzny ] [SHad fazowy] Obrazowanie Topografia Zwilzalnosc s
mikrostruktury powierzchni powierzchni Antybakteryjnos¢
Ski_ad Sktad fazowy Badar!ia Cytotoksycznosc

chemiczny korozyjne

Rys. 8.1. Schemat ilustrujgcy kroki obejmujgce modyfikacje powierzchni stopu NiTi oraz metodyke badawczq otrzymanych modyfikacyi.
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8.1.1. Przygotowanie powierzchni stopu

Pret NiTi o $rednicy 12 mm zostat mechanicznie pocigty na probki o wysokosci 1 mm przy
uzyciu precyzyjnej przecinarki laboratoryjnej Accutom-2 (Struers). Deklarowany przez
dostawce (BIBUS METALS) s$redni sktad chemiczny tego stopu (% wag.) wynosi 55.76 Ni,
44.127 Ti, 0.005 Co, 0.005 Cu, 0.005 Cr, 0.012 Fe, 0.005 Nb, 0.036 C, 0.001 H, 0.043 O oraz
0.001 N. Otrzymane dyski szlifowano i wypolerowano (do uzyskania powierzchni lustrzanej)
z wykorzystaniem polerki mechanicznej i automatycznej (odpowiednio Struers LaboPol-25
1 Struers TegraPol 21). Stosowano rozne gradacje papierdw polerskich SiC (#180, #320, #500,
#800, #1000, #1200) oraz tarcze SiC MD-Allegro, z wykorzystaniem zawiesin diamentowych
DiaPro Allegro 9 um. Z kolei polerowanie prowadzono na tarczach pokrytych tkaninami
polerskimi MD-Dac i MD-Nap, wykorzystujac kolejno zawiesiny diamentowe DiaPro Dac
3 um i DiaPro Nap B 1 um (Struers). Przygotowane podloza, celem zapobiegania utleniania si¢
powierzchni, przechowywano w izopropanolu, a dodatkowo przed kazdym procesem

oczyszczano je w pluczce ultradzwigkowej przez 15 minut.

8.1.2. Obroébka chemiczna

Pierwszym zagadnieniem badawczym postawionym w pracy doktorskiej bylo
eksperymentalne sprawdzenie wplywu modyfikacji wstepnej nitinolu, prowadzonej
w roznych srodowiskach kwasowych, na sktad chemiczny i fazowy, topografie, energie
powierzchniowg oraz zwilzalno§¢ powierzchni stopu. W ramach prowadzonych
eksperymentow wykonano serie modyfikacji bez wykorzystania kwasu fluorowego. Na
podstawie przegladu literaturowego, w tym prac [81,91-97,102,281-286] dokonano krytycznej
analizy sktadu mieszanin stosowanych w procesach trawienia stopow na osnowie tytanu oraz
stopu NiTi, i na tej postawie wybrano cztery mieszaniny, ktore stanowily przedmiot badan
W niniejszej rozprawie. Przyjeto, ze proces trawienia begdzie realizowany w temperaturze 70°C,
dlatrzech r6znych czasow kontaktu (15, 30 oraz 60 minut), oraz w srodowiskach, ktorych sktad

oraz stezenia przedstawiono w Tabeli 8.1.
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Tabela 8.1. Stezenia skladnikéw wykorzystanych do trawienia powierzchni nitinolu, z podaniem nazw
serii dla poszczegdolnych mieszanin

Nazwa serii Rodzaj odczynnika
NH3 H202 H2SO4 HCI HNOs3
Stezenie koncowe [% at.]
CE_1 2.3 13.6 - - -
CE_2 - 9.0 66.5 -
CE_3 - - - 2.5 14.0
CE_4 10.3 53 - - -

8.1.3. Obrobka w warunkach plazmy

Trzecim etapem proponowanej technologii byt proces aktywacji powierzchni nitinolu
w plazmie, ktory realizowano w komorze RF CVD (Elettrorava S.p.A., Turyn, Wilochy).
Funkcjonalizacja powierzchni odbywala si¢ w temperaturze pokojowej, po uprzednim
odpompowaniu komory do proézni (az do uzyskania wartosci ci$nienia w komorze reaktora
ok. 410° Tr). Nastepnie proces prowadzono w mieszaninie amoniaku, tlenu i argonu,
o zadanych przeptywach kolejno 50 scem, 45 sccm 1 5 scem, przy stalej wartosci ci$nienia
roboczego w komorze reakcyjnej 0.40 Tr. Czas trwania obrobki w plazmie ustalono na
60 minut, a gestos¢ plazmy wzbudzanej falami o czestotliwosci RF (13,56 MHz) wynosita
0.60 W/cm?. Warunki te zostaly ustalone na podstawie wcze$niejszych prac [145,287] naszego
zespotu badawczego, ktore dotyczyly funkcjonalizacji powierzchni stopu Ti6Al7Nb.
Po zakonczonej obrobce w reaktorze RF, z uwagi na ograniczony czas utrzymania stanu
aktywnej powierzchni stopu, podtoza byly niezwlocznie poddawane kolejnemu etapowi

funkcjonalizacji (otrzymaniu pokry¢ bioaktywnych).

8.1.4. Depozycja powlok bioaktywnych
Metodyka otrzymania powlok bioaktywnych na bazie chitozanu oraz nanoczastek
wybranych metali (AuNPs, AgNPs lub CuNPs) obejmowata zastosowanie dwoch réznych
technik syntezy. Celem prac eksperymentalnych byto bowiem miedzy innymi poréwnanie
wlasciwosci fizykochemicznych, korozyjnych oraz biologicznych wspomnianych pokry¢,

w zaleznoS$ci od wykorzystanej techniki ich depozycji.

Pierwsza z metod obejmowata otrzymanie koloidow nanoczgstek ztota oraz srebra
w $rodowisku chitozanu metodg redukcji, a nastgpnie depozycj¢ koloidu na powierzchni,

uprzednio modyfikowanego stopu, metoda immersji. W dalszej czgéci pracy pokrycia
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otrzymane tg metodg hazwano jako warstwy na bazie koloidu, a schematyczny widok przekroju

poprzecznego (przez warstwe, prostopadle do powierzchni podtoza) zilustrowano na Rys. 8.2.a.

Legenda:
0 Bioaktywne nanoczastki

- Biopolimer

Rys. 8.2. Schemat ilustrujgcy zaproponowane koncepcje otrzymywania warstw na bazie biopolimeru
i nanoczgstek metali szlachetnych.

Drugie zaproponowane podejscie do otrzymania wspomnianych struktur miato charakter
hybrydowy, i taczyto metode immersyjng otrzymywania warstw chitozanu oraz metodg Inert
Gas Condensation (IGC), ktéra pozwolita na syntez¢ nanoczgstek. Podejscie to okreslano dalej
w pracy hybrydowym, i polegato na depozycji warstwy chitozanu na powierzchni nitinolu,
nastepnie  naniesieniu  warstwy nanoczastek wybranych metali technika IGC,
I ponowng depozycje warstwy chitozanu, w efekcie otrzymujac nanokompozyt o budowie
kanapkowej, ktorego schemat zaprezentowano na Rys. 8.2.b. Szczegétowy opis
poszczegolnych etapow modyfikacji, charakterystycznych dla prezentowanych podejsé,
zaprezentowane w kolejnych podrozdziatach (8.1.4.1 — 8.1.4.2).

8.1.4.1. Przygotowanie koloidéw i synteza warstw na bazie koloidow

Do przygotowania koloidow na bazie chitozanu oraz nanoczastek ztota lub srebra
wykorzystano chitozan o $redniej masie czasteczkowej (Mw) 1278 £ 9 kDa (CSM Sigma-
Aldrich). Jako reduktora uzyto kwasu askorbinowego (Sigma-Aldrich), natomiast w roli
prekursor6w  metali  wykorzystano azotan(V) srebra  (Sigma-Aldrich) i1  kwas
tetrachloroztotowy(IIT) (Sigma-Aldrich). Wszystkie reakcje prowadzono w $rodowisku
1% (w/v) roztworu chitozanu rozpuszczonego w 1% (v/v) kwasie octowym. Celem
sprawdzenia jakosci przeprowadzonych syntez koloidy byty analizowane z wykorzystaniem
spektrometru UV-VIS Shimadzu UV-1900 (Shimadzu Corp., Duisburg, Niemcy) oraz
transmisyjnego mikroskopu elektronowego Tecnai TF 20 X-TWIN (FEI Company, Hillsboro,
USA).
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8.1.4.1.1. Koloid chitozanu z nanoczastkami zlota

W celu przygotowania koloidu chitozanu z nanoczgstkami ztota (CS@AuNPs) na tazni
olejowej podgrzano (do temperatury 60°C) 50 ml 1% (w/v) roztworu chitozanu oraz osobno
20 ml 5 mM HAuUCls. Po osiagnieciu zadanej temperatury dodano roztwdr kwasu
tetrachloroztotowego do roztworu chitozanu i pozostawiono w temperaturze 60°C na mieszadle
magnetycznym na 4h [228,229]. Synteze prowadzono w warunkach ograniczajgcych
przepuszczanie  promieniowania UV, podobng procedur¢ zastosowano podczas

przechowywania koloidu do momentu syntezy pokry¢.

8.1.4.1.2. Koloid chitozanu z nanoczastkami srebra

W celu przygotowania koloidu chitozanu z nanoczastkami srebra (CS@AQNPS) na tazni
olejowej podgrzano (do temperatury 95°C), 50 ml 1% (w/v) roztworu chitozanu z dodatkiem
10 ml 1mM kwasu askorbinowego. Po osiggni¢ciu zadanej temperatury dozowano
zakraplaczem 20 ml 52mM azotanu(V) srebra i pozostawiono w temperaturze 95°C na
mieszadle magnetycznym na 14h [229,288]. Podobnie jak w przypadku syntezy koloidu
CS@AuNPs, mieszanina reakcyjna pozostawala w warunkach ograniczajacych dostep

promieniowania UV.

8.1.4.1.3. Otrzymanie warstw na bazie koloidow

Powloki biopolimerowe otrzymano poprzez zanurzenie (immersj¢) podtozy NiTi, po
wczesniejszej obrobce w plazmie, przez 60 minut w przygotowanych wczesniej koloidach:
i) chitozanu z nanoczastkami srebra (AgNPs) wzbogaconym witaming C oraz ii) chitozanu
znanoczasteczkami ztota (AuNPs). Uzyskanie jednorodnych warstw wspomagano wytrzasarka
kotyskowg (IKA® - Werke GmbH, Staufen, Niemcy) o zadanym parametrze pracy
10 cykli/min. Po procesie depozycji zmodyfikowane powierzchnie stopu przemyto trzykrotnie,
najpierw w 4% NaOH, a nastgpnie w wodzie destylowanej. Tak przygotowane probki
pozostawiono do odparowania pozostatosci rozpuszczalnika w warunkach pokojowych, po
czym umieszczono je w warunkach prézni ze wzgledu na niekorzystny wptyw tlenu oraz
wilgoci znajdujacy si¢ w powietrzu. Podobnie jak w przypadku poprzednich serii
eksperymentalnych, po procesie syntezy probki zabezpieczono przed dziataniem promieni UV

poprzez uzycie folii aluminiowe;.
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8.1.4.2. Otrzymywanie nanokompozytéw warstwowych metoda hybrydowa

Do przygotowania nanokompozytow warstwowych o charakterystycznej budowie
kanapkowej wykorzystano dwie techniki. Pierwsza z nich stanowila metoda immersyjna
otrzymywania warstw chitozanu, do ktorej wykorzystano CS o $redniej masie czasteczkowe;j
(CSM, Mw = 1278 + 9 kDa, Sigma-Aldrich), przygotowany w formie 1% (w/v) roztworu
chitozanu rozpuszczonego w 1% (v/v) kwasie octowym. Druga technika obejmowata depozycje
nanoczastek technika Inert Gas Condensation w aparaturze proézniowej Mantis (ACMIiN,
AGH). Nanoczastki zlota, srebra i miedzi byly otrzymywane na drodze procesow fizycznego
osadzania z fazy gazowej, z wykorzystaniem targetoéw dostarczonych przez firm¢ Kurt J. Lesker
Company (Wielka Brytania), o czystosci Au 99.99%, Ag 99.99% oraz Cu 99.999%. Celem
uzyskania struktur nanometrycznych o mozliwie jak najwigkszej iloSci i pozadanym rozmiarze
wielko$ci czastek, przeprowadzono kalibracj¢ procesoOw prowadzacych do syntezy
nanoczastek, do czego wykorzystano kwadrupolowy spektrometr masowy, wspotpracujacy ze
wspomnianym systemem Mantis. W toku tych prac skupiono si¢ na okresleniu warto$ci nastaw
dla kontroli trzech parametréw technologicznych, w tym wartosci pradu zasilajacego
magnetron, udzialu He w mieszaninie reakcyjnej oraz odlegtosci dziata od strefy kondensacji.

Wiyniki kalibracji przedstawiono w ponizszych rozdziatach.

8.1.4.2.1. Otrzymywanie warstw chitozanu

Powloki biopolimerowe otrzymano z wykorzystaniem analogicznej procedury jak
w przypadku koloidéw (p. Rozdziat 8.4.1.3.). W tym celu wykorzystano rowniez wytrzasarke
kotyskowa (IKA® - Werke GmbH, Staufen, Niemcy), z nastawem 10 cykli/min, a warstwy
uzyskano z uzyciem 1% (w/v) roztworu chitozanu rozpuszczonego w 1% (v/v) kwasie
octowym. Warstwy, zarowno dla pierwszej, jak 1 drugiej (zewngtrznej) depozycji
neutralizowano w 4% NaOH i1 wodzie destylowanej, a nast¢gpnie suszono w warunkach
pokojowych. W celu okres$lenia wymaganej grubosci warstwy wykonano seri¢ kalibracyjna,
w ktorej na Owczesnie przygotowane powierzchnie naniesiono warstwy chitozanu w ré6znym
czasie prowadzenia procesu (15, 30, 60 1 90 minut). Grubo$¢ otrzymanych warstw oraz ich
parametry chropowatosci (Ra i Rq) okreslono na podstawie pomiarow profilu powierzchni
(z uzyciem profilometru iglowego), kolejno schodka uzyskanego poprzez usunigcie po procesie
depozycji 6wczesnie naklejonej taSmy kaptonowej na czgéci podtoza oraz powierzchni warstw.

Uzyskane wyniki serii kalibracyjnych zestawiono w Tabeli 8.2.
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Tabela 8.2. Grubosé¢ warstw chitozanu oraz parametry chropowatosci warstw otrzymanych w réznym
czasie procesu depozycji

Czas depozycji Grubos$¢ warstwy Ra Rq
[min] [am] [nm] [nm]
15 1.71+0.16 36.9+14.9 48.9+22.6
30 1.94+0.18 74.9+19.9 95.6+24.1
60 2.18+0.15 98.3+26.8 124.1+30.98
90 3.82+0.14 140.2+31.7 169.5+34.3

Zmiana grubosci warstw w czasie depozycji 15-60 minut ma charakter liniowy, wraz
z wydluzeniem czasu otrzymuje si¢ proporcjonalnie grubsze pokrycia. Natomiast znaczny,
nieproporcjonalny do czasu przyrost grubosci warstwy chitozanu (do wartosci ok. 3.8 pm)
zaobserwowano dla 90-minutowego czasu syntezy. Jednakze taki mechanizm wzrostu warstwy
jest tozsamy z opisywanym w literaturze wzrostem warstw chitozanowych metodami
fizycznymi np. spin- i dip-coatingu [289], jak rowniez metodami elektrochemicznymi [290].
Jednocze$nie wraz ze wzrostem grubo$ci warstw chitozanu zmieniajg si¢, rOwniez rosnaco, ich
parametry chropowatos$ci (Ra I Rq), co rowniez znajduje potwierdzenie m. in. w pracy Gassman,
et al. [291], Autorzy otrzymujac warstwy chitozanu metoda spin-coatingu obserwowali wzrost
chropowato$ci odpowiadajacy wzrostowi grubo$ci warstw. Jest to zwigzane z przyrostem
samoorganizujacej si¢ struktury chitozanu, ktory wraz z coraz to dluzszym czasem
otrzymywania coraz gorzej odwzorowuje geometri¢ podtoza, w wyniku czego obserwuje si¢

bardziej zréznicowany profil powierzchni [292].

8.14.2.2. Otrzymywanie nanoczastek zlota technika IGC

Jak wcze$niej wspomniano, kalibracja procesu tworzenia nanoczastek zlota zostata
przeprowadzona na podstawie wynikéw otrzymanych ze spektrometru masowego,
umieszczonego in situ, za strefg agregacji w aparaturze Mantis, ktorej budowa i dziatanie
opisano w Rozdziale 4.2.2. (Rys. 4.2.). Pierwszym etapem tych prac byt dobor odpowiednich
wartos$ci pradu zasilajacego magnetron z targetem Au, parametr ten zmieniano w zakresie od
20 do 100 mA, z interwatem 10 mA. W tym przypadku procesy prowadzono przy stalej
wartosci przeptywu argonu (100 sccm) jak 1 warto$ci ci$nienia w komorze reakcyjnej
(5.10-10* Tr), potozenie dziata znajdowalo si¢ w podstawowym potozeniu, okreslonym jako

0 mm. Wyniki kalibracji zaprezentowano na Rysunku 8.3.
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Rys. 8.3. Widma masowe rozktadu wielkosci nanoczgstek ztota w zaleznosci od zastosowanego
natezenia prgdu podawanego na magnetron.

Zarejestrowane widma cechujg si¢ znacznym podniesieniem tta analizowanego sygnatu,
jednak w przedziale od 1 do 4 nm mozna zaobserwowac charakterystyczne piki, ktore $wiadcza
o powstawaniu nanoczastek. Najbardziej intensywnag lini¢ widmowa obserwuje si¢ dla 40 mA
(kolor zo6tty) oraz 70 mA (kolor jasno niebieski), podczas gdy dla wigkszych wartosci pradu
(80, 100 mA) intensywno$¢ sygnatdow zaczyna zanikaé. W oparciu o zarejestrowana
podwyzszong warto$¢ intensywnos$ci, przyjeto za korzystne ustalenie warto$ci pradu
zasilajacego magnetron na 70 mA, co jednoczes$nie stanowito statg warto§¢ parametru dla
kalibracji kolejnego parametru technologicznego - przeptywu helu. Rezultaty tych pomiaréw,

dla zmiany wartosci przeptywu He w zakresie od 0 do 30 sccm, zilustrowano na Rys. 8.4.
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Rys. 8.4. Widma masowe rozkladu wielkosci nanoczgstek zlota w zaleznosci od przeptywu helu
w komorze reakcyjnej.

Dodatek do komory reakcyjnej gazu nos$nego o nizszej masie atomowej (4,003 u) niz
gltowny gaz procesowy (argon, 39,948 u) pozwala na popraweg warunkow transportu atomoéw
metali do strefy agregacji nanoczastek, co wptywa rowniez na ilo$¢ wytwarzanych struktur
o rozmiarach nanometrycznych, i jednocze$nie sprzyja ograniczeniu nadmiernego rozrzutu ich
wielkoséci [182]. Rejestrowane widma potwierdzaja otrzymanie nanoczastek o $rednicy od
ok. 1 nm do 3 nm, a ich najwi¢kszy udzial przypada na warunki prowadzonego procesu dla
przeplywu He 10 sccm oraz 25 sccm. Do kolejnych proceséw kalibracji przyjeto wartosé
przepltywu helu 10 scem, dla ktdrego warto$¢ cisnienia w komorze procesowej wynosita
5.00-10* Tr. Dla tak okreslonych parametrow procesu wykonano kolejne eksperymenty,
zmieniajac odleglo$¢ dziala magnetronowego od strefy kondensacji chtodzonej ciektym
argonem w zakresie od 0 mm (potozenie podstawowe) do 100 mm, co zaprezentowano na

Rys. 8.5.
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Rys. 8.5. Widma masowe rozkfadu wielkosci nanoczgstek zlota w zaleznosci od odleglosci dziata od
strefy kondensacji.

Zmiana parametru wspomnianej odlegtosci dziala jest istotna z punktu widzenia
mechanizmu transportu atomow do strefy ich kondensacji, ktore pod wpltywem zmiany
temperatury (ochtodzenia) agreguja w nanoczastki. Wydtuzenie drogi oraz czasu do momentu
agregacji powoduje zwigkszenie ich rozmiarow, co jest widoczne na prezentowanych widmach.
Zakres $rednicy nanoczastek zmienia si¢, wraz ze zwigkszaniem si¢ wspomnianej odlegtosci
przesuwa si¢ w strong¢ wiekszych rozmiarow, dla odlegltosci 10 mm (linia czerwona), zakres ten
to 1-4 nm, natomiast dla odlegtosci 100 mm (linia ciemno-niebieska) obejmuje wartosci od
2 do 7 nm. Na podstawie zebranych danych pomiarowych 1 ich analizy przyj¢to do dalszych
prac eksperymentalnych warto$¢ odleglosci dziata magnetronowego od strefy kondensacji
rowng 20 mm, co wynikato z zarejestrowanej dla tej warto$ci najbardziej intensywnej linii
widmowej, ktéra odpowiada za liczebno$¢ wytworzonych nanoczastek. Podsumowujac te czes¢
prac, w Tabeli 8.3. zebrano warto$ci poszczegdlnych parametréw technologicznych, ktore

wykorzystano w kolejnych etapach syntezy nanoczastek Au.
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Tabela 8.3. Zestawienie parametréow technologicznych dla procesu otrzymywania nanoczgstek ziota
w procesie IGC, dane eksperymentalne uzyskane na drodze kalibracji systemu

Przeplyw e . Odleglosé¢ dziala od
gazbw Cl?{ll_l:]nle Paramrergé r?;[?‘(;(r)]\(/)v\?v ;lgl(z; dziala strefy agregacji
[sccm] [mm]

Ar Natezenie Napiecie Moc
5.00-10 [mA] [Vl [W] 20
100 10 70 304.544.6 21.45+0.30

Powyzsze warunki otrzymywania nanoczastek ztota technika IGC pozwolily na
przeprowadzenie kolejnych proceséw majacych na celu okreslenie warto$ci stezenia
otrzymywanych nanoczastek. Eksperymenty te prowadzono w czasie 20, 40 i 60 minut w celu
ustalenia zalezno$ci uzyskanego stezenia od czasu depozycji nanoczastek. Nanoczastki
otrzymane na podtozach krzemowych (10 x 10 mm), w ilo$ci trzech powtorzen dla kazdego
czasu otrzymywania, zostaly nastepnie poddane procedurze trawienia, w celu przeprowadzenia
nanoczgstek do roztworu. Procedura trawienia obejmowata: zanurzenie podlozy
z nanoczastkami w 2 ml 65% HNO3 na okres trzech dni, nastgpnie podgrzanie roztworu
z podlozami do temperatury 60°C w tazni wodnej i trawienie w tych warunkach przez
1 godzing; finalnie usuni¢to podtoze krzemowe, a uzyskany roztwor rozcienczon0 do objetosci
5 ml. Na Rys. 8.6. przedstawiono $rednie wartosci stezen, ktore okreslono na podstawie

pomiaréw z wykorzystaniem spektrometru masowego.
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Rys. 8.6. Zaleznos¢ stezenia nanoczgstek ztota otrzymanych w procesie IGC na podtozu krzemowych od
czasu trwania syntezy.

Wzrost stezenia nanoczastek zlota otrzymanych w procesie kondensacji w gazie obojetnym
w funkcji czasu wykazuje zmiany o charakterze bliskim liniowemu, a wspotczynnik
determinacji R? regresji liniowej wyniost 0.94906. W dalszej czesci pracy stosowano godzinne
procesy syntezy Ag NPs, o ktorych stezenie w objetosci roztworu wynosito 0.79+0.11 mg/ml.
Badania stezenia tych struktur na powierzchni modyfikowanego podtoza wynosito 3.97+0.55

mg/cm?.

8.14.2.3. Otrzymywanie nanoczastek srebra technikg IGC

Dobor odpowiednich warunkow otrzymywania nanoczastek srebra zostat przeprowadzony
zgodnie z przyjeta metodyka jak w przypadku syntezy nanoczastek zlota. W pierwszym etapie
dobrano parametry pradowe z zakresu 20-100 mA, ktore zmieniano w interwale 10 mA.
W tym przypadku roéwniez parametry te zostaly wyznaczone dla przeptywu Ar 100 sccm
i wartoéci ci$nienia w komorze reakcyjnej 5.00-10% Tr oraz odlegtoéci dziata od strefy
kondensacji 0 mm. Na Rys. 8.7. zilustrowano wplyw zmian wartosci pradu zasilajgcego

magnetron na rozktad wielko$ci otrzymywanych nanoczastek.
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Rys. 8.7. Widma masowe rozktadu wielkosci nanoczgstek srebra w zaleznosci od zastosowanego
natezenia prgdu podawanego na magnetron.

Wybrane widma masowe, dla wartosci nastaw nat¢zenia pradu z zakresu 40+100 mA,
potwierdzaja tworzenie si¢ nanoczastek o rozmiarach w zakresie od 1 nm do 4 nm. Najbardziej
intensywna linia widmowa w tym zakresie rejestrowana jest dla 70 mA (kolor seledynowy),
podczas gdy dla mniejszych i wigkszych warto$ci nat¢zenia pradu linie widmowe cechujg si¢
juz nizsza intensywnoscig. W nastepnej kolejnosci zwrocono uwage na dodatku helu, ktérego

przeptyw analizowano w zakresie 0 — 40 sccm, a uzyskane wyniki zilustrowano na Rys. 8.8.
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Rys. 8.8. Widma masowe rozktadu wielkosci nanoczgstek srebra w zaleznosci od przeptywu helu
w komorze reakcyjnej.

Podobnie jak w przypadku nanoczastek Au, rozktad wielkos$ci nanoczastek srebra wraz ze
zwigkszaniem wartosci przeplywu helu zmniejsza si¢. Mianowicie rejestruje si¢ wielkosci
nanoczastek od ok. 1.6 nm do 4.6 nm (dla 0 sccm przeptywu He) i ok. 1.6 — 3.6 nm (dla
40 sccm). Widma wskazuja rowniez na uprzywilejowane wartosci przeptywu helu, ktore
wplywaja na ilos¢ w nanoczastek, najwieksza ich ilos¢ obserwuje si¢ dla przeptywu 5 scem.
Podobnie, jak w przypadku kalibracji procesu dla nanoczastek ztota, ostatnim etapem byto
okreslenie odlegtosci dziata magnetronowego od strefy kondensacji, wyniki te zestawiono na

Rys. 8.9.
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Rys. 8.9. Widma masowe rozktadu wielkosci nanoczgstek srebra w zaleznosci od odleglosci dziata od
strefy kondensaciji.

Wyrazny wzrost intensywnosci lini widmowej (reprezentujacej ilo$¢ syntezowanych
nanoczastek) wida¢ juz po odsunieciu dziala na doleglos¢ 10 mm (linia czerwona), ktore to
maksimum intensywnos$ci utrzymuje si¢ dla polozenia 30 mm (linia zbita), nastepnie
intensywno$¢ linii widmowych w zakresie wielkos$ci czastek od 40 do 100 mm zmniejsza sig,
przy jednoczesnym zwigkszeniu rozrzutu ich rozmiarOw. Zmiana warto$ci Srednicy
otrzymywanych nanoczastek nastgpuje w zakresie od 1.7 — 4.4 nm dla pozycji dziata 0 mm do
19 — 6.5 nm dla maksymalnego wydtluzenia wspomnianej odlegtosci (100 mm).
Na podstawie przeprowadzonych prac eksperymentalnych przyjeto za utrzymanie
w kolejnych eksperymentach odlegtosci dziata od strefy agregacji na poziomie 30 mm, co wraz

z warto$ciami innych nastaw dla procesu otrzymywania AgNPs zestawiono w Tabeli 8.4.

Tabela 8.4. Zestawienie parametrow technologicznych dla procesu otrzymywania nanoczgstek srebra
w procesie IGC, dane eksperymentalne uzyskane na drodze kalibracji systemu

Przep,lyw Cis$nienie Parametry pradowe dla dziala Odleglosé dznala"() d
gazow [Tr] magnetronowego strefy agregacji
[sccm] [mm]

Ar He Natezenie Napigcie Moc
5.00-10"* [mA] (VI (W] 30
100 5 70 283.945.3 20.08+0.37
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Powyzsze warunki otrzymywania nanoczastek srebra technika IGC pozwolity na
przeprowadzenie kolejnych proceséw kalibracyjnych majacych na celu okreslenie st¢zenia
otrzymywanych nanoczastek w trakcie procesu wytwarzania. Eksperymenty te prowadzono
w czasie 20, 40 1 60 minut w celu ustalenia zaleznosci uzyskanego stezenia od czasu depozycji
nanoczastek. Nanoczgstki otrzymane na podtozach krzemowych (10 x 10 mm), w ilo$ci trzech
powtorzen dla kazdego czasu otrzymywania, zostaly nastepnie poddane procedurze trawienia,
w celu przeprowadzenia nanoczastek do roztworu. Procedura trawienia obejmowata:
zanurzenie podtozy z nanoczastkami w 2 ml 65% HNOg3 na okres trzech dni, nastepnie
podgrzanie roztworu z podtozami do temperatury 60°C w tazni wodnej i trawienie w tych
warunkach przez 1 godzineg; finalnie usuni¢to podloze krzemowe, a uzyskany roztwor
rozcienczono do objetosci 5 ml. Na Rys. 8.10. przedstawiono $rednie wartosci stezen, ktore

okreslono z wykorzystaniem spektrometru masowego.
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Rys. 8.10. Zaleznosé¢ stezenia nanoczgstek ztota otrzymanych w procesie IGC na podfozu krzemowym
od czasu trwania syntezy.

Obserwowany wzrost stezenia nanoczastek srebra w funkcji czasu ma charakter zblizony
do liniowego, charakteryzujacy sie wspotczynnikiem determinacji R? regresji liniowej

o wartosci 0.9877. Warto jednak zwrdci¢ uwage na warto$ci odchylenia standardowego
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pomiardw stezenia, ktore moga wynikac¢ z umiejscowienia podtoza na stoliku podczas procesu.
W celu uzyskania mozliwie najwickszej jednorodnosci pokrycia podtoza nanoczastkami stolik
obraca si¢ w trakcie procesu, jednakze zaobserwowano, ze centralne umieszczenie probki na
stoliku prowadzi do uzyskania najwyzszych st¢zen nanoczastek. W dalszej czesci pracy aspekt
utozenia podiozy byt szczegdtowo przestrzegany w celu uzyskania jednorodnego pokrycia
powierzchni nanoczastkami. Wykorzystane w dalszej czesci pracy godzinne procesy depozycji
cechujg si¢ warto$ciami stezen nanoczastek Au w roztworze ok. 0.68+0.15 mg/ml, natomiast

na powierzchni podtozy (po syntezie) ok. 3.39+0.75 mg/cm?.

8.1.4.2.4. Otrzymywanie nanoczastek miedzi technika IGC

W przypadku syntezy nanoczastek miedzi dobor warunkéw pradowych dla zasilania
magnetronu z targetem Cu, z uwagi na brak depozycji struktur dla nizszych wartosci tego
parametru, byla optymalizowana w zakresie od 100 do 300 mA. Wartosci pozostatych
parametrow bazowych (w tym przeptywu Ar i He) przyjeto na poziomie wartosci jak

w przypadku syntezy wczesniejszych nanoczastek. Rezultaty tych prac eksperymentalnych
zestawiono na Rys. 8.11.

Sygnat natezenia pradu [nA]
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Srednica nanoczastek [nm]

Rys. 8.11. Widma masowe rozktadu wielkosci nanoczgstek miedzi w zaleznosci od zastosowanego
natezenia prgdu podawanego na magnetron.
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Zmiana warto$ci natezenia prgdu w przypadku kalibracji systemu dla otrzymywania
nanoczastek miedzi w pierwszym zakresie (0d 100 mA - linia czerwona do 200 mA - linia
ciemno zielona) nie wptyneta znaczaco na udzial syntezowanych struktur, obserwowano
jedynie nieznaczne zmiany rozrzutu ich rozmiaréw w strone wigkszych wartos$ci. Natomiast
dla kolejnych zmian wartosci tego parametru, w zakresie 225-275 mA, udziat otrzymywanych
struktur nanometrycznych zwigksza si¢, osiggajac maksimum dla wartosci 275 mA (linia
ciemno-niebieska), jedoczesnie wykazujac mniejszy rozrzut wielkoScinanoczastek. Mimo
relatywnie ich duzej ilo$ci dla wyzszych warto$ci natezenia pradu (250-275 mA), do dalszych
prac eksperymentalnych wybrano wartos¢ 100 mA, co wynikato z nadmiernego zuzycia targetu
miedzi w warunkach wyzszych warto$ci zmian tego parametru. Kolejnym etapem doboru
nastaw poszczeg6Olnych parametrow technologicznych dla syntezy CuNPs bylo okreslenie
warto$ci  przeptywu He. Zmiang te obejmowaty zakres od 0 do 50 sccm,

a uzyskane rezultaty badan zobrazowano na Rys. 8.12.
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Rys. 8.12. Widma masowe rozkladu wielkosci nanoczgstek miedzi w zaleznosci od przeptywu helu
w komorze reakcyjnej.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze zmiana wartosci przeptywu helu powoduje istotnie zmiany

w ilosci wytwarzanych struktur. W odrdznienu do proceséw otrzymwyania nanoczastek ztota
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i srebra, nawet niewielki udziat przeptywu He (5 sccm) powoduje osiggni¢cie maksymalnego
udzialu nanoczastek miedzi. Zwigkszenie warto$ci przeptywu wspomnianego gazu roboczego
prowadzi do zmniejszenia udziatu syntezowanych struktur oraz zwigkszenia rorzutu ich
srednicy. Wobec zarejestrowanych widm, do dalszej procedury techologicznej otrzymywania
CuNPs przyjeto wartos¢ przeptywu He 5 sccm. Z uwzglednieniem powyzszych wartosci
parametréw technologicznych procesu IGC, zweryfikowany zostat réwniez wptyw odleglosci

magnetronu od strefy kondensacji nanoczastek, a zarejestrowane widma zestawiono na
Rys. 8.13.

© Sygnat natezenia pradu [nA]
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Rys. 8.13. Widma masowe rozktadu wielkosci nanoczgstek miedzi w zaleznosci od odlegtosci dziata od
strefy kondensaciji.

W przypadku nanoczastek miedzi, najwigeksza i1los¢ otrzymyanych struktur, obserwowano
w przypadku odsuniecia dziata na odlegto$¢ 30 mm od odstrefy agregacji (linia zotta). Dalsze
wydhluzanie wspomnianej drogi prowadzitlo z jednej strony do zmniejszenia ilosci
otrzymywanych nanoczastek oraz zwigkszenia ich charakterystycznego rozmiaru ($rednicy).
Uzyskane wyniki w ramach prowadzonych testow pozwolily na okreslenie wartosci
parametrow technologicznych dla syntezy CuNPs (Tabela 8.5.), ktore nastgpnie stosowano

w kolejnych etapach prowadzonych prac eksperymentalnych.
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Tabela 8.5. Zestawienie parametrow technologicznych dla procesu otrzymywania nanoczgstek miedzi
w procesie IGC, dane eksperymentalne uzyskane na drodze kalibracji systemu

Przepltyw e . Odleglos¢ dziala od
gazbw Cls[l_;_lf]nle Param;:% r?;?g?]\(l)v\;av (:lg;(z; dziala strefy agregacji
[sccm] [mm]

Ar Nate¢zenie Napiecie Moc
5.00-10 [mA] [Vl (W] 30
100 5 100 316.4+9.0 31.56+0.87

W toku kolejnych prac przeprowadzono procesy kalibracyjne majace na celu okreslenie
stezenia otrzymywanych nanoczastek w trakcie procesu depozycji na podtozach. W tym celu
przeprowadzono depozycje w czasie 20, 40 1 60 minut. Nanoczastki otrzymano na podtozach
krzemowych (10 x 10 mm), w ilo$ci trzech powtorzen dla kazdego czasu otrzymywania, zostaty
nastepnie poddane procedurze trawienia, w celu przeprowadzenia nanoczastek do roztworu.
Procedura trawienia obejmowata: zanurzenie podtozy z nanoczastkami w 2 ml 65% HNO3 na
okres trzech dni, nastgpnie podgrzanie roztworu z podtozami do temperatury 60°C w tazni
wodnej i trawienie w tych warunkach przez 1 godzing; finalnie usunigto podtoze krzemowe,
a uzyskany roztwor rozcienczono do objetosci 5 ml. Na Rys. 8.14. przedstawiono uzyskane,

srednie wartosci stgzen.
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Rys. 8.14. Zaleznos¢ stezenia nanoczgstek miedzi otrzymanych w procesie IGC na poditozu krzemowym
od czasu trwania syntezy.
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Wazrost stezenia nanoczgstek miedzi otrzymanych w procesie kondensacji w gazie
obojetnym w funkcji czasu odbiega nieco od przebiegu liniowego, na co wptywa wysoki biad
standardowy pomiaru stezenia nanoczastek otrzymywanych przez 20 minut. W tym wypadku
wspotczynnik determinacji R? regresji liniowej wynosi 0.96871. Wykorzystane w dalszej
czgsci pracy godzinne procesy depozycji tych struktur charakteryzuja si¢ najwyzszym
stezeniem spo$rod nanoczastek otrzymanych tg technika i wynoszg 3.10+£0.15 mg/ml (udziat
W roztworze), natomiast ich st¢zenie na powierzchni podtoza, na ktorym sg nanoszone wynosito

ok. 15.49+0.73 mg/cm?.

Podsumowujac ten etap prac mozna stwierdzi¢, ze okreslenie warunkéw otrzymywania
nanoczgstek zlota, srebra oraz miedzi z wykorzystaniem metody rozpylania magnetronowego
wspieranego technika kondensacji w gazie obojetnym bylo niezbedne do ustalenia
i stosowania jednolitej procedury badawczej. Dzigki kalibracji procesow mozliwe byto bowiem
otrzymywanie powtarzalnych rozmiardw nanoczastek (oraz ich ilosci) w kolejnych pracach
eksperymentalnych, co stanowi niezbedne dziatanie do realizacji zaplanowanych prac
w zakresie uzyskania funkcjonalnosci wspomnianych pokryé, obejmujgcych ich aktywno$é

antybakteryjng oraz celowane i kontrolowane uwalnianie.
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8.2. Metody badan

Zastosowane metody badan obejmowaly techniki, ktore pozwolity na analize wplywu
zaproponowanych modyfikacji powierzchni stopu NiTi, w tym obrobki mechanicznej,
chemicznej oraz otrzymanych warstw na bazie biopolimeréw i nanoczastek metali. Dla potrzeb
niniejszego zestawienia zostaly one podzielone na dwie grupy. Pierwsza z nich obejmuje
typowe metody z zakresu inzynierii powierzchni, w tym te pozwalajace na okreslenie warto$ci
wybranych parametrow uzytkowych powtok (Rozdziat 8.2.1). Z kolei w Rozdziale 8.2.2.
szczegblowo opisano protokoty dla wybranych badan biologicznych, wykonywanych

z wykorzystaniem linii komorkowych i szczepow bakterii.

8.2.1. Badania z zakresu inzynierii powierzchni materialéw

W Tabeli 8.6. zebrano, z podaniem migdzy innymi celu i warunkow pomiaru,
wykorzystywane metody badan z zakresu typowych technik dla inzynierii powierzchni

materialow.
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Tabela 8.6. Zestawienie wykorzystywanych metod badan z zakresu inzynierii powierzchni materiatéw

Metoda badawcza Cel pomiaru

Aparatura

Warunki pomiarow

Metody analizy i obrébki danych

Obrazowanie mikrostruktury
powierzchni modyfikowanego
stopu w srodowiskach
chemicznych i powierzchni
otrzymanych pokry¢. Analiza
sktadu chemicznego
powierzchni.

Skaningowa
mikroskopia
elektronowa (SEM)

Obrazowanie mikrostruktury
powierzchni modyfikowanego
stopu w srodowiskach
chemicznych i otrzymanych
warstw.

Mikroskopia
metalograficzna

Obrazowanie topografii
powierzchni modyfikowanego
stopu w Srodowiskach
chemicznych oraz
otrzymanych warstw,

z okresleniem warto$ci
parametréw chropowatosci
(Rai Ry).

Mikroskopia sit
atomowych (AFM)

Obrazowanie mikrostruktury

NOVA NANO SEM 200,
FEI
(Hillsboro, OR, USA)

NIKON ECLIPSE
LV150N

Bruker Dimension ICON
XR (Bruker, Santa
Barbara, CA, USA)

Detektor LVVD

Obserwacje w jasnym polu
(BF).

Wykorzystano tryb tapping
W powietrzu, a jako sonde
wykorzystano krzemowy tip
z igla SiN o promieniu
8 nm. Sonda pracowata
w warunkach pokojowych,
sprezystos¢ nominalna
0.4 N/m, czestotliwos¢ 70
kHz.

Zestawienie zdje¢ w programie
graficznym oraz wynikow analizy
EDS w programie Origin.

Zestawienie zdje¢ w programie
graficznym.

Obrobka zdje¢ w programie
Gwyddion: usrednienie tta
i obrobka danych metoda
wielomianow3 (interpolacja
dwuliniowa). Odczyt wartosci
parametréw chropowatosci.
Zestawienie zdje¢ w programie
graficznym.
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Metoda badawcza Cel pomiaru

Aparatura Warunki pomiaréw

Metody analizy i obrébki danych

Obrazowanie mikrostruktury
otrzymanych nanoczastek,

Transmisyjna oy .
Y] koloidow z nanoczastkami

mikroskopia .
. oraz lameli struktur
(TEM) 0 budowie kanapkowej.
Analiza sktadu chemicznego
warstw 1 nanoczastek.
Pomiar kata zwilzania dla
wody i dijodometanu oraz
- . x kalkulacja warto$ci
Zwilzalnos¢ . .
powierzchni oraz SO PG
- powierzchniowej dla
energia

powierzchni stopu
modyfikowanego
w Srodowiskach chemicznych
oraz otrzymanych struktur.

powierzchniowa

Pomiar stezenia pierwiastkow
uwalnianych do medium
(ptyn Ringera)

Spektometria mas
ze wzbudzeniem w

plazmie z powierzchni warstw na

indukcyjnie bazie chitozanu oraz po
sprzezonej kontakcie

(ICP-MS) z medium komérkowym.

. Zrodto: FEG
Tecnai TF 20 X-TWIN HV=200 KV
(FEI) . -
oraz Pomiary w jasnym (BF)

I ciemnym (DF) polu,) oraz
w wysokiej rozdzielczos$ci
(HR).

Thermo Fisher Scientific
Titan Analitico

Badania parametréw uzytkowych

Objetosc¢ kropli: 1 pl
Ciecze pomiarowe: woda
wysokiej czystosci uzyskana
z destylarki UHQ-PS (Elga)
oraz dijodometan
(Aldrich, Niemcy).
Swobodng energie
powierzchniowg (SFE)
obliczono w oparciu o0 model
Owens’a-Wendt’a.

Kruss DSA10Mk2
(KRUSS GmbH,
Hamburg, Germany)

ELAN 6100 Roztwory zostaty
(PerkinElmer Corp., rozcienczone stgzonym
Waltham, MS, USA) oraz HNO3:

NexION® 2000
(PerkinElmer Corp.,
Waltham, MS, USA.)

1) 1:1 (v/v) na 24 godziny
przed analiza,
2) 1:32 (v/v) przed analiza.

Obrobka zdje¢ w programie
dedykowanym FEI TEM Imaging &
Analysis. Zestawienia zdjg¢
w programie graficznym, pomiar
dystrybucji (min. 100 pomiaréw)
oraz odleglosci
miedzyplaszczyznowych metoda
szybkiej transformacji Fouriera
nanoczastek w programie Imagel.

Zestawienie wynikow
w programie Origin.

Zestawienie wynikow
w programie Origin.
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Metoda badawcza Cel pomiaru Aparatura Warunki pomiaréw Metody analizy i obrébki danych

Badania skladu chemicznego i fazowego

Badanie sktadu chemicznego

pOW|er_zchn| stopu b Dekonwolucja widm
Rentgenowska modyflkowaneg.o Zr6dto: monochromatyczne przeprowadzono z wykorzystaniem
. w $rodowiskach chemicznych ~ PHI 5000 VersaProbell Al Ka .
spektroskopia : . . . programu PHI MultiPak (v.9.9.0.1).
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Metoda badawcza Cel pomiaru Aparatura

Warunki pomiaréw

Badania korozyjne

Autolab PGSTAT128 N,
(Metrohm) z elektrodami:

Woltamperometria Pomiar kr_zywych referencyjng
lini polaryzacyjnych dla chlorosrebrowa,
iniowa . S
otrzymanych struktur na bazie zliczajaca elektrodg
(LSV) ; .
chitozanu. platynowa i badana
probka - stanowiaca
elektrode pracujaca.
Multimetr Kethley 2000
(Kethley, USA)
Potencjal obwodu Pomiar potencjatu wyposazony
otwartego otrzymanych struktur na bazie ~ w referencyjna elektroda
(OCP) chitozanu. chlorosrebrowsa
i pracujacg - badana
probka.

Krzywe polaryzacyjne byty
wyznaczane dla zakresu
potencjatéw od 1.5 V do
—1.0 V w odniesieniu do

elektrody Ag/AgCl ze
skokiem 0.001 V/s.

Test prowadzony
w roztworze Ringera (8.6g/L
NaCl, 0.3g/L KCI, 0.243g/L
CaCl,, pH=7.15+7.30),
w temperaturze 37°C przez
24h, z interwalem
pomiarowym 120s.

Metody analizy i obrébki danych

Zestawienie wynikow
w programie Origin.

Zestawienie wynikow
w programie Origin.
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8.2.2. Badania biologicznych

8.2.2.1. Badania cytotoksycznosci

Badania biologiczne z wykorzystaniem linii komorkowych pozwalajag na okre$lenie ich
odpowiedzi na dziatanie danego materialu, w szczegdlnosci jego powierzchni. Testy te
pozwalaja miedzy innymi na ocen¢ cytotoksycznosci, ktora informuje o przezywalnosci
komoérek w badanym uktadzie po kontakcie z testowanym materiatlem. Wspomniane testy
zostaly przeprowadzone na wszystkich seriach eksperymentalnych, zgodnie z odpowiednim
protokotem badania [293].

Linia komoérkowa ludzkich osteoblastow - MG-63 (ATCC® CRL-1427™) zostata
namnozona w medium DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Immuniq, Polska)
z dodatkiem czerwieni fenolowej, wzbogaconym 10% serum ptodowym z cielat (FBS - Fetal
Bovine Serum) oraz 1% dodatkiem streptomycyny/penicyliny (Gibco-BRL, Life Technologies,
Niemcy) w standardowych warunkach hodowli (37°C, 5% COz). Niezmodyfikowane oraz
zmodyfikowane powierzchniowo probki stopu NiTi zostaly wstepnie wysterylizowane
w $wietle UV przez 20 minut. Nastepnie umieszczono je w plytce 24-dotkowej i zalano
zawiesing komoérkowa o gestosci 50-10* komorek na 0.2 ml. Jako prébe kontrolna
wykorzystano wspominane komorki (linii MG-63), wysiane na czystej ptytce. Wszystkie
probki byly inkubowane przez 48 godzin, przy czym medium hodowlane bylo wymieniane co
24 godziny. Cytotoksyczno$¢ stopow (przed 1 po modyfikacji) okreslono przy uzyciu testu
Alamar Blue (Sigma-Aldrich), wg. $cisle przyjetego protokolu po uplywie wspomnianych
czasOw inkubacji [294]. Probki testowe zostaly przemyte buforem fosforanowym (PBS)
1 inkubowano je z roztworem soli sodowej resazuryny (25 uM, PBS) przez 4 godziny w 37°C
w warunkach ciemnos$ci. Odpowiedz fluorescencyjna, zwigzana z prawidlowym metabolizmem
komorek, zostata zmierzona w zakresie 605 nm (dlugo$¢ wzbudzenia 560 nm) za pomoca
czytnika ptytek (Infinite 200M PRO NanoQuant, Tecan, Szwajcaria). Wyniki testu
cytotoksycznosci zostaty wyrazone jako odsetek zywych komorek dla badanych probek stopow
(S) w stosunku do liczby zywych komoérek wysianych na czystej ptytce hodowlanej (So).
Obrazowanie morfologii komoérek wykonano za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego
(Olympus IX51, Japonia) z filtrem wzbudzenia fali 470+20 nm. Zawiesina komorkowa zostata
wybarwiona oranzem akrydynowym (komorki zywe) i1 jodkiem propidyny (komoérki martwe).
Analizie poddano pi¢¢ roznych mikroobszarow zawierajacych przynajmniej 100 komorek

znajdujacych si¢ wokot testowanych mikroobszaréw na powierzchni stopow.
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Dodatkowo komorki poddano analizie za pomocg cytometru przeptywowego (Guava
easyCyte). W celu zréznicowania typu $mierci komodrkowej (nekroza, wczesna apoptoza
I apoptoza) zastosowano Annexin V Apoptosis Detection Kit FITC (Invitrogen) do znakowania
komorek apoptycznych i eBioscience™ 7-AAD Viability Staining Solution (ThermoFischer
SCIENTIFIC) do detekcji komoérek nekrotycznych. Po 24-godzinnej inkubacji linii MG-63
(gestosé zawiesiny 5-10° komoérek/mL) na badanych probkach, medium hodowlane zostato
usunigte. Powierzchnie badanych probek z komérkami zostaty przemyte dwukrotnie buforem
PBS (pH=7.4), po czym dodano do nich trypsyn¢ trawigcg adhezyny, odpowiedzialne za
przyleganie komorek do powierzchni i nastepnie odwirowano. Otrzymany osad komorkowy
(pelet komoérkowy) przemyto dwukrotnie 0.5 ml buforu PBS i rozcienczono w buforze
wigzacym (ang. binding buffer). Przed obrazowaniem komorki zostaty wybarwione przy uzyciu
barwnikow, mianowicie Annexin V-FITC oraz 7-AAD i inkubowane w ciemno$ci przez

ok. 10 minut.

8.2.2.1. Badanie antybakteryjnosci

Aktywnos$¢ antybakteryjna niemodyfikowanych i modyfikowanych stopow NiTi zostata
przetestowana z wykorzystaniem Gram-ujemnych - bakterie Escherichia coli, szczep S17 (Pateczka
okreznicy) oraz Gram-dodatnich - bakterie Staphylococcus aureus GFP ATCC 25923 (Gronkowiec
zlocisty), zgodnie z normg ASTM E-2180 [295]. Badania prowadzono w CIBA - Centro de
Investigacion Biomédica de Aragon (Saragossa, Hiszpania). Zgodnie z przyj¢tym protokotem 100
mL cieptego (47 °C) TSA (Conda Pronadisa) zainnokulowano 100 pL szczepu bakterii S. aureus
GFP lub 1000 pL szczepu bakterii E.coli w fazie rownowagi (~108 CFU/mL) oraz 200 pL
erytromycyny (S. aureus GFP) lub streptomycyny (E. coli). Przed rozpoczeciem badan probki
zostaly poddane sterylizacji w $wietle UV laminaru przez 20 minut (po kazdej ze stron)
iumieszczone w ptytkach 12-dotkowych. Kazdy dotek zawierajacy probke zostal wypetniony 1 mL
zainnokulowanego TSA, a nastgpnie zamknigte plytki zostaly zainkubowane w cieplarce
(INCUBAT 2000207, JP SELECTA S.A., Barcelona, Hiszpania) w temperaturze 37°C na
24 godziny z dodatkiem 5 mL jatowej destylowanej wody (w celu utrzymania optymalnej
wilgotnosci dla namnazania bakterii). Po uptywie 24 godzin kazda probke przeniesiono do osobnej
probowki (typu Falcon) i dodano 10 mL TSB (Conda Pronadisa). Nastepnie cato$¢ poddano
sonikacji (Ultrasons 3000514, JP SELECTA S.A., Barcelona, Hiszpania) przez minut¢ oraz
wirowaniu (TX4 Digital Vortex Mixer, VELP Scientifica, Usmate, Wtochy), rowniez w czasie
1 minuty. W dalszej kolejnosci ptytki 96-dotkowe uzupetniono 180 pL PBS i 20 pL supernatantu

z probek i zastosowano standardowa procedure mikrorozcieficzen (10* + 10°), gdzie do kazdego
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kolejnego dotka dodawano 20 plL zawartosci poprzedniego dotka. Ostatnim etapem bylo
naniesienie trzech kropli o objetosci 25 pL kazda, na plytke¢ agarowa z dodatkiem 0.2%
erytromycyny (S. aureus) lub 0.1% streptomycyny (E. coli). Minimalne stezenie hamujace (MIC,
ang. Minimum Inhibitory Concentration) definiowano jako st¢zenie niezb¢dne do zahamowania
wzrostu bakterii do 3logl0, natomiast minimalne st¢zenie bakteriobdjcze (MBC, ang. Minimum
Bactericidal Concentration) definiowano jako st¢zenie niezbedne do catkowitego wyeliminowania
bakterii [296].

Z uwagi na duza zmienno$¢ zwigzang z praca z zywymi komodrkami i bakteriami protokoty
badan biologicznych wymagaja wykonania testow oraz ich powtorzenia w celu uzyskania
wiarygodnych rezultatow. Wykonane testy biologiczne przeprowadzono w przynajmniej trzech
powtdrzeniach, a rezultaty przedstawiono jako $rednig arytmetyczng z uzyskanych wynikéw
wraz z odchyleniem standardowym populacji. Ponadto w przypadku badan z wykorzystaniem
bakterii warto$ci istotne statystycznie oceniono za pomocg testu t-Studenta. Rezultaty tej
analizy statystycznej przyporzadkowano do zakreso6w poziomow istotnosci p< 0,001, p<0.01
i p<0,05.
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9. Wyniki badan wraz z dyskusja

W ramach prowadzonych prac eksperymentalnych wykonano badania dotyczace kazdego
z proponowanych etapéw modyfikacji powierzchni stopu NiTi. W niniejszej pracy wyniki oraz
ich dyskusj¢, w tym wobec aktualnych doniesien literaturowych podzielono na dwie glowne
czesci, uwzgledniajace etapy proponowanej technologii. W pierwszej kolejnosci opisano
zagadnienia zwigzane z przygotowaniem powierzchni nitinolu w $srodowiskach kwasowych
1 ich wplyw na wybrane parametry fizykochemiczne i uzytkowe stopu. W drugiej czgsci
skupiono si¢ na zagadnieniach badawczych obejmujacych poréwnanie warstw
biopolimerowych z dodatkiem nanoczgstek w zaleznosci od przyjetej koncepcji  ich

otrzymywania (p. Rys. 8.2., Rozdziat 8.1.4.).

9.1. Obrobka powierzchni nitinolu metoda trawienia w Srodowisku

kwasowym

Jak wczesniej wspomniano, w pierwszej czesci pracy zaprezentowano wyniki wstepnego
przygotowania powierzchni nitinolu w $rodowisku kwasowym. Proces ten miatl na celu
ograniczenie stanéw metalicznych pierwiastkow skladowych stopu, gléwnie ze wzgledu na
szczego6lng wrazliwos¢ (alergie) czesci populacji na nikiel, a czasami nawet jego dzialanie
toksyczne 1 kancerogenne. W procedurze eksperymentalnej zaplanowano modyfikacje
powierzchni stopu w czterech srodowiskach kwasowych, o roznych sktadach 1 st¢zeniach, co
opisano w Rozdziale 8.1.2. Otrzymane probki zbadano pod katem sktadu chemicznego (XPS)
i fazowego (XRD) powierzchni, zmian mikrostruktury (mikroskop optyczny i SEM), topografii
powierzchni (AFM) oraz zwilzalnosci 1 wartosci swobodnej energii powierzchniowe;.
Szczegbdly analiz 1 wykorzystang aparature przedstawiono w Tabeli 8.2. w Rozdziale 8.2.
W ponizszym rozdziale badane serie probek oznaczono za pomoca skroconych nazw:
CE X Y, gdzie X stanowi oznaczenie mieszaniny uzytych kwasow (Tabela 8.1., Rozdziat

8.1.2.), natomiast Y czas kontaktu probki ze srodowiskiem, w ktorych probka byta trawiona.

9.1.1. Morfologia powierzchni

Morfologie powierzchni chemicznie modyfikowanego podioza NiTi zobrazowano
z wykorzystaniem optycznego mikroskopu metalurgicznego oraz skaningowego mikroskopu

elektronowego. Probeg referencyjng stanowita probka wypolerowanego stopu (powierzchnia
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lustrzana), zgodnie z procedurg opisang w Rozdziale 8.1.1., a otrzymane mikrofotografie

przedstawiono na Rys. 9.1.

a) b)

5

Rys. 9.1. Zestawienie obrazéw z: a) mikroskopu metalurgicznego (powickszenie x10),
b) skaningowego mikroskopu elektronowego (powigkszenie x1000) oraz c¢) obraz AFM, dla
niemodyfikowanej powierzchni nitinolu.

Powierzchnia niemodyfikowanego podloza zawiera niezbyt liczne niedoskonatos$ci po
polerowaniu, w tym drobne rysy, punktowe wzery lub obszary z zanieczyszczeniami
organicznymi, ktéore widoczne s3 na Rys. 9.l.a. Z kolei mikrofotografia w wyzszej
rozdzielczo$ci (zdjgcie SEM, Rys. 9.1.b) obejmuje widoczne ciemniejsze obszary, ktore
stanowig wtracenia fazy bogatszej w tytan (Ti2Ni). Niewielkie ilosci tej fazy sa
charakterystyczne dla powierzchni niemodyfikowanego nitinolu [297]. Wystepowanie
wspomnianych wtracen/wytracen w stopie jest zwigzane z efektami nierownowagowymi
w chtodzacym si¢ materiale stopowym, w ktérym segregacja moze prowadzi¢ do tworzenia si¢
bogatszych w tytan skupisk fazy cieklej, powodujacych wytracanie si¢ TioNi [298].
Czynnikami promujgcymi wigksze wydzielenia tej fazy miedzymetalicznej moze by¢
zwigkszony udzial zanieczyszczen glinu (powyzej 7%) oraz zbyt wolne chlodzenie stopu.
Nadmiar fazy Ti2Ni ma znaczny wplyw na wlasciwosci mechaniczne nitinolu, poniewaz faza
ta odznacza si¢ krucho$cig i w strukturze stopu stanowi miejsca inicjacji i propagacji peknigc

[299]. Ponadto na Rys. 9.1.c zaprezentowano obraz topografii powierzchni pochodzacy
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z mikroskopu sit atomowych. Na powierzchni niemodyfikowanego stopu obecne sg nieliczne
obszary o wigkszej wysokosci wzgledem catosci powierzchni, obecnos$¢ tych wzniesien moze
by¢ zwigzana z niedoskonatosciami po procesie polerowania lub wystgpowaniem
zanieczyszczen na powierzchni stopu, co moga potwierdzaé podobne rezultaty topografii
powierzchni polerowanego NiTi, ktore w pracy opisuje W. Haider [300]. Mikroskopia sita
atomowych dostarczyta rowniez informacji na temat wartos$ci parametréw chropowatosci, ktore
dla niemodyfikowanego nitinolu wyniosty odpowiednio 4.40+1.77 nm (Ra) oraz 7.22+4.17 nm
(Rq). Rezultaty te koresponduja z wartosciami napotykanymi po tego typu obrobce
w literaturze. Przyktadowo R. Rokicki, et al. [301] wskazujg na warto$§¢ parametru Ra rowng

okoto 9.9 nm dla stopu NiTi po obrébce polerowania.

W przypadku modyfikacji w §rodowiskach kwasowych, w zalezno$ci od zastosowanej
mieszaniny trawigcej, obserwowano w wigkszosci jakosciowe zmiany w morfologii
powierzchni stopu. Co wazne, istotny wptyw na obserwowang powierzchni¢ miat rowniez czas

kontaktu z mieszaning kwaséw — Rys. 9.2.
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Rys. 9.2. Zestawienie obrazow z mikroskopu metalograficznego (powigkszenie x10) dla powierzchni nitinolu modyfikowanego w mieszaninach: a-c) CE_1
(NHs/H20,), d-f) CE_2 (H.SO4/H-05), g-i) CE_3 (HCI/HNO3) oraz j-1) CE_4 (NHs/H.0-); w czasie 15, 30 oraz 60 minut.
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Zmiany na powierzchni stopu, w kontakcie z mieszaning CE 1 (NH3s/H203), przedstawiono
na Rys. 9.2. a-c. Na powierzchni nitinolu, wraz z post¢pujacym czasem trawienia, zauwazalne
sg coraz wyrazniejsze zmiany. Po 15 minutach widoczne sa zaglgbienia, o zblizonej geometrii
do tych obecnych w probce niemodyfikowanej, jednak bardziej liczne. Dhuzszy proces
trawienia (30 minut) sprzyja powstawaniu niewielkich wzeréw, nie tylko w obszarach
z wspomnianymi defektami, ale takze stanowigce ubytki materialu na wigkszo$ci powierzchni,
trawienia. Efekt ten wzmaga si¢ w trakcie godzinnego kontaktu powierzchni z mieszaning
kwasow (Rys. 9.2.¢), ktory sprzyja tworzeniu si¢ ubytkow o wigkszej srednicy, lokalizujacych

si¢ dookota wspomnianych wzerow.

Najbardziej znaczace zmiany mikrostruktury powierzchni NiTi nastgpity dla drugiego,
najbardziej agresywnego S$rodowiska CE 2 (H2SO4/H.02) - Rys. 9.2.d-f. Po zaledwie
15 minutach kontaktu (Rys. 9.2.d) obserwuje si¢ zmiany na wytrwonionej, prawie calej
powierzchni, o charakterystycznym dendrytycznym ksztalcie. Zwigkszenie czasu kontaktu
powierzchni stopu z tym $rodowiskiem do 30 minut (Rys. 9.2.e) sprzyja tworzeniu si¢
glebszych matych wzerow, prowadzacych do drobnej porowatej mikrostruktury (srednicy
oK. 6-11 um), ktora ewoluuje do uzyskania struktur o widocznie wigkszej porowatosci (Srednica
ok. 10-20 um) po 60 minutach wytrawiania powierzchni (Rys. 9.2.f). Dtuzszy czas wytrawiania
nitinolu (30 1 60 minut) powoduje na powierzchni znaczne zmiany, ktére mozna poréwnac do
zmian prezentowanych przez A. Pequegnat, et al. [94] dla wspomnianego stopu do zastosowan
medycznych po 2 minutowym procesie trawienia w mieszaninie 7.5HF/20HNO3/72.5H20
przed procesem ablacji laserowej. Powierzchnia po trawieniu prezentowala znaczne ubytki
mimo krotkiego czasu kontaktu z mieszaning, natomiast zdecydowanie wplyw na to miaty

wysokie stezenia kwasow wykorzystanych do wspomnianego procesu.

Mieszanina CE_3 (HCI/HNO3) nie wplywa w szczegblnie istotnym stopniu na
mikrostrukture nitinolu po 15-minutowej ekspozycji (Rys. 9.2.9), jednak dluzszy kontakt
(30 minut, Rys. 9.2.h) prowadzi do powstania matych (ok. 4+6 um) i duzych (ok. 45+50 pum)
wglebien, ktore nie sa typowe dla wezesniej opisanych zmian. Godzinny proces (Rys. 9.2.1)
powoduje wytrawienie materialu w stopniu niwelujacym duze wzery charakterystyczne dla
potgodzinnego kontaktu podtoza ze wspomnianym s$rodowiskiem. Podobne rezultaty,
w zakresie wielkosci ubytkow (5 = 9 um), dla godzinnego trawienia odnotowat przyktadowo
Z. Yang, et al. [302], modyfikujac elektrochemicznie podioza NiTi w 10% H>SO4

rozpuszczonego w Srodowisku metanolu. W przywotanej pracy przeprowadzono rowniez
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trawienie elektrochemiczne w 10% H2SO4 w $rodowisku wodnym, ktore z kolei nie wptynegto
znaczgco na mikrostrukture nitinolu. Zastosowanie réwniez dwoch innych mieszanin (40%
HNO3/10% HF oraz 9.3% H3P04/10% NH4F) nie skutkowato obserwacjg podobnych zmian

jak wyzej opisane.

Dla ostatniej modyfikacji, z uzyciem roztworu CE_4 (10.3% NH3/5.3% H.0>), obserwuje
si¢ nieznaczne zmiany mikrostruktury po 15 minutach ekspozycji (Rys. 9.2.J), o zblizonej
budowie do probki na Rys.9.2.a, z uzyciem mieszaniny CE 1 (2.3% NH3/13.6% H.0>).
Dwukrotnie dtuzszy czas obrobki (Rys. 9.2.k) powoduje zmiany na powierzchni w postaci
struktur o ksztatcie i morfologii podobnej do tej obserwowanej dla 15-minutowej modyfikacji
w Srodowisku z uzyciem mieszaniny HoSO4/H20: (seria CE_2, Rys. 9.2.d), jednak o wigkszych
rozmiarach 1 na wigkszej powierzchni. Wreszcie, godzinna ekspozycja na roztwor CE 4
wystepuje z pojedynczymi duzymi i wieloma mniejszymi wglebieniami, jednak wyroznic tez

mozna mikroobszary, ktore nie wykazuja tendencji do erozji.

Podsumowujac, struktura modyfikowanego nitinolu w $rodowiskach kwasowych $cisle
zalezy od sktadu i st¢zen mieszanin oraz czasu obrobki. Analizujac te zmiany mozna podzieli¢
stosowane srodowiska na dwie grupy. Pierwsza z nich obejmuje mieszaniny CE_2 (mieszanina
H2S04/H20) oraz CE_3 (mieszanina HCI/HNO:3), ktore znacznie wptywajg na intensywno$¢é
procesu trawienia, a powstate wzery po kontakcie z rozworami sg wyrazne i jak w przypadku
CE_3 (mieszanina HCI i HNO3) duzych rozmiaréw. Druga grupa, do ktorej zaliczy¢ mozna
mieszaniny NHz i H202 (CE 1 i CE_4) charakteryzujg si¢ mniejsza aktywnos$cig wobec
powierzchni, chociaz mieszanina o wyzszym stezeniu 10.3% at. NHsz (CE_4) podczas
dhuzszego kontaktu (60 min.) réwniez prowadzi do wytworzenia wzeréw o duzych rozmiarach.
W celu dodatkowej analizy powierzchni modyfikowanych podtozy NiTi przeprowadzono
rébwniez obrazowanie mikrostruktury z wykorzystaniem skaningowego mikroskopu

elektronowego, ktore to rezultaty zaprezentowano na Rys. 9.3.
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20 ym 100 ym

Rys. 9.3. Obrazy SEM (powigkszenie 1000 x oraz 5000 x - jako insert) powierzchni nitinolu modyfikowanego w mieszaninach a-c) CE_1 (NHs/H20,), d-f) CE_2
(H2SO4/H205), g-i) CE_3 (HCI/HNO3) oraz j-1) CE_4 (NHs/H.0,); w czasie 15, 30 oraz 60 minut.
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Zaprezentowane na Rys. 9.3. a-c obrazy mikrostruktury, uzyskane po procesie trawienia
nitinolu w $rodowisku CE 1, sa zbiezne =z rezultatami obserwacji powierzchni
z wykorzystaniem mikroskopu optycznego. Drobne wzery zauwazalne sg dla kazdego z czaséw
trawienia, wybrane mikroobszary charakteryzuja si¢ poréwnywalng iloScig zaglebien
o zblizonych rozmiarach. Jak mozna zaobserwowac na zdjeciach w wigkszym powigkszeniu
(5000x) wzery o mniejszych rozmiarach maja regularne okragle ksztalty, natomiast wicksze
ubytki w powierzchni charakteryzuja si¢ ksztattami nieregularnymi. Defekty powierzchni
o regularnych ksztattach i1 niewielkiej srednicy oraz ich nieznaczna ilos¢ obserwowane dla
wszystkich czasow modyfikacji w mieszaninie NH3/H2O; (CE_1, Rys. 9.3.a-¢) zostaty rowniez
zauwazone przez M. Etminanfar, et al. [95]. W przypadku wspominanych badan powierzchnia
nitinolu byla modyfikowana w mieszaniniec HF/HNO3/H2O (obj. 1:5:4) i stanowila etap
przygotowania powierzchni przed otrzymywaniem warstw hydroksyapatytu na drodze
procesow elektrochemicznych.

Z Kkolei na Rys. 9.3.d-f zobrazowano powierzchni¢ stopu po modyfikacji w mieszanie
H2S04/H202 (CE_2). Mozna wnioskow¢, ze najkrotszy czas trawienia (15 minut, Rys. 9.3.d)
sprzyja tworzeniu si¢ wzeréw o budowie zbieznej z modyfikacjg stopu w roztworze NHz i H20>
(CE_1). Na powierzchni po wspomnianej obrobce mozna réwniez zaobserwowaé wytracenia
w postaci drobnych krysztatéw, ktére najpewniej stanowig sole siarczanowe(VI), co szerzej
opisano w Rozdziale 9.1.3. Zwigkszenie ilo§ci wspomnianych wytrgcen na powierzchni oraz
nieznaczny wzrost Srednicy regularnych wzer6w obserwuje si¢ rowniez dla powierzchni
z czasem trawienia 30 minut (Rys. 9.3.e). Co wazne, w tym przypadku ubytki si¢ wicksze,
1 stanowig obszary zlokalizowane po procesie trawienia wkoto wytragcen obecnych na
powierzchni, co szczegbdlnie mozna zaobserwowac na mikrofotografii z powigkszeniem 5000
razy (Rys. 9.3.e). Wydluzenie czasu wspomnianego procesu do 60 minut (Rys. 9.3.f) prowadzi
do zmniejszenia si¢ ilo$ci ubytkow na powierzchni, ale z wyraznie wigksza iloscig wytracen.
Przywotana w omdwieniu zdje¢ uzyskanych z mikroskopu optycznego praca (A. Pequegnat,
et al. [94]) prezentuje rowniez zdjecie w wiekszym przyblizeniu (x600), na ktérym zostaly
zobrazowane wzery. Srednica prezentowanych ubytkéw jest wicksza wzgledem uzyskanych na
drodze trawienia w mieszaninie H>SO4/H20. (CE_2). W przypadku modyfikacji
przeprowadzonych w toku prac eksperymentalnych niniejszej dysertacji sa to zagl¢bienia
o $rednicy ok. 7 + 9 um, podczas gdy w przywolanej pracy (mieszanina HF/HNO3z/H.O
o udziatach obj. 7.5:20:72.5) ksztatty te sg nieregularne, o $rednicy ok. 12+15 pm. Na badane;j
powierzchni jednak nie obserwuje si¢ wytracen, ktore w podobnej formie do prezentowanych

na Rys. 9.3.d-f, zaobserwowata N. Lopes, et al. [303]. W tym przypadku powierzchnia nitinolu
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byta modyfikowana w procesie polerowania elektrolitycznego w $rodowisku 3.5M H2SOg4
rozpuszczonego w metanolu w temperaturze 20°C, a wytracenia okreslono (na podstawie EDS)
jako TiC pochodzacy z weglowego tygla stuzacego do przygotowania stopu, czego jednak juz
nie potwierdzono na drodze analizy budowy fazowej. Opisywanej interpretacji nie potwierdzity
rowniez analizy sktadu chemicznego i fazowego powierzchni dla badanych prébek, ktore
zaprezentowano w kolejnych rozdziatach.

Dla kolejnej serii, analiza powierzchni podlozy trawionych w mieszaninie HCI i HNOs
(CE_3, Rys. 9.3.¢-1), wykazuje zblizone zmiany do tych zarejestrowanych z wykorzystaniem
mikroskopu metalograficznego. Podtoze trawione przez 15 minut (Rys. 9.3.g) charakteryzuje
si¢ stosunkowo niewielka iloscig zaglebien o matej $rednicy (ok. 2+5 pum), a ponadto na
powierzchni mozna zaobserwowacé formy krystaliczne o strukturze dendrytycznej, ktore
najpewniej stanowig zanieczyszczenia po mieszaninie trawigcej. Wydhluzenie czasu procesu
trawienia do 30 minut (Rys. 9.3.h) prowadzi do zwigkszenia $rednicy wzerdéw, podobnie jak
proces prowadzony przez 60 minut (Rys. 9.3.1), dla ktérego zakres wielko$ci ubytkéw wynosi
od 2 um do 8 um. W badanych mikroobszarach (powigckszeniach) na otrzymanych
mikrofotografiach nie obserwuje si¢ wickszych ubytkéw materialu z powierzchni, ktore

niejednokrotnie rejestrowano z wykorzystaniem mikroskopu metalograficznego (Rys. 9.2.g-i).

Mikrostruktura podtozy modyfikowanych w mieszaninie NH3/H2O2 (o wyzszym udziale
amoniaku, CE 4) jest zblizona do rezultatéw trawienia powierzchni nitinolu w mieszaninie
CE 1, jednak o mniejszym udziale amoniaku. Zaréwno 15-minutowy (Rys. 9.3.j), jak
I 30-minutowy (Rys. 9.3 k) czas obrobki nie wptynat znaczgco na zmiany na powierzchni stopu.
Dla tych czasow obserwuje si¢ niemal identyczne obrazy SEM, z charakterystycznymi
okragltymi wzerami o $rednicy od 0.8 pm do 2.0 um, oraz nielicznymi ubytkami o wigkszej
srednicy (4-5 um) i nieregularnym ksztatcie. W przypadku tych dwéch modyfikacji warto
ponownie przywotaé prace M. Etminanfar, et al. [95] z uwagi na zblizong budowe powierzchni
nitinolu po obrobce w mieszaninie 1 HF: 5 HNOs: 4 H20. Przeprowadzone badania
potwierdzaja rowniez, ze wydtuzenie czasu trawienia do 1h (Rys. 9.3.1) znaczaco zwigksza ilos¢

ubytkow materiatu, i ich rozmiary (w zakresie od 1.0 pm do 2.5 um).

Jak opisano w Rozdziale 2, metody obrobki nitinolu stanowig jeden z etapow
przygotowania powierzchni do dalszych proceséw np. otrzymywania warstw. Z tego powodu
zagadnienie modyfikacji ich powierzchni w $rodowisku chemicznym nie jest przewaznie

szeroko opisywane w publikacjach naukowych, czy tez w pracach opisujacych technologie
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modyfikacji. Jednakze otrzymane rezultaty obrazowania mikrostruktury mozna odnie$¢ do
modyfikacji nie tylko samego nitinolu, ale dodatkowo réwniez innych stopoéw na osnowie Ti.
Przykltadem moze by¢ modyfikacja stopu Ti6Al4V, ktora przeprowadzona przez
Y. Torres, et al. [304] obejmowata dwa poddane analizie podejécia trawienia po uprzednim
wygrzewaniu stopu (750°C, 10 minut): 1) modyfikacj¢ w mieszaninie 9%HCI1/24%H2SO4 przez
30 minut w temperaturze pokojowej oraz 2) opisang w kroku pierwszym modyfikacje,
a nastepnie trawienie w 20%H»02/0.3%HCI (80°C, 30 minut). Morfologia powierzchni stopu
po trawieniu wylgcznie w  mieszaninie 9%HCI/24%H>SOs oraz  mieszaninach
9%HCI/24%H2S041 20%H202/0.3%HCI byly odmienne, obrobki w sposdb znaczny wptynety
na uksztaltowanie powierzchni zmieniajac ich topografie na bardziej rozwinigtg, z widocznymi
wytragceniami faz, ale jedoczesnie nie doprowadzily do powstania wzeréw. Obserwowane
roznice nie byty bardzo znaczne, jednak modyfikacja w dwoch srodowiskach charakteryzowata
si¢ wigcksza chropowato$cig 1 pozostalo$cig produktow trawienia na powierzchni. Opisang
morfologi¢ mozna powigza¢ z rezultatem obserwowanym dla trawienia w mieszaninie
H2S04/H202 (CE _2), szczegodlnie dla najdtuzszego czasu trawienia (60 minut, Rys. 9.3.1).
Whnikliwej analizie powierzchni¢ stopu Ti6Al4V po trawieniu w roztworze 95%
H2S04/30% H202 przez 30 minut w roznych temperaturach (25°C, 40°C i 60°C). poddali
réwniez C. Albeti, et al. [305]. Bardzo agresywne $rodowisko wykorzystane w modyfikacji
spowodowato liczne ubytki w strukturze stopu, ktérych nie zaobserwowano dla stosowanych
srodowisk obrobki w niniejszej pracy doktorskiej. Warto réwniez wspomnied, ze temperatura
prowadzonych proceséw miala wplyw na skuteczniejsze trawienie konkretnych faz stopu,
mianowicie prowadzenie procesu w 25°C wpltywalo gtownie na fazg B, podczas gdy faza a nie
wykazywata wigkszych zmian w budowie. Proces prowadzony w 40°C powodowat z kolei
prawie rdwnomierne trawienie faz a i 8, podczas gdy temperatura trawienia 60°C prowadzita

do dekompozycji powierzchni w stopniu uniemozliwiajagcym ich identyfikacje.

Podobienstwo morfologii powierzchni nitinolu trawionego w mieszaninie 2.5% HCI/
14% HNO3 przez 60 minut (Rys. 9.2.i) mozna odnie$¢ do morfologii powierzchni tytanu
modyfikowanego w 30% HNO3/3% HF przez 20 minut [306]. Opisane warunki trawienia
tytanu prowadzity do powstawania wielu regularnych wzeréw (Srednica 1+2 um),
z charakterystycznymi sferami dookota nich, widocznymi rowniez na powierzchni modyfikacji
CE_3_60 (Rys. 9.2.1). Fakt ten wynikal najprawdopodobniej z stosowania podczas obrobki

mniej stezonego kwasu azotowego(V) i zblizonych stezen kwasow — HF i HCI, jak rowniez
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wydtuzenia trawienia do 60 minut. W rezultacie spowodowalo to powstanie wzerow
o wigkszej srednicy, od 5 do 7 pm.

Warto réwniez wspomnie¢ o kompleksowych badaniach powierzchni trawionego tytanu
przeprowadzonych przez D. Nazarov, et al. [286] oraz K. Hung, et al. [307]. Pierwsza z prac
obejmowata trawienie w S$rodowiskach 1) H2SO«/H20; oraz 2) NH4OH/H20:% przez
51 15 minut oraz 1, 2, 6 i 24 godziny. Druga praca przedstawialta rezultaty trawienia tytanu
w pojedynczych roztworach: 1) w temperaturze pokojowej w 1% HF; w temperaturze wrzenia:
2) 96% H>SO4 i 3) 37% HCI oraz ich mieszaninach 4) 37% HCI/96% H>SO4 oraz podwojnemu
trawieniu 5) najpierw przez 30 s w 1% HF, a nastepnie 37% HC1/96% H2SO4 w temperaturze
wrzenia. Procesy trawienia wedlug wszystkich wariantéw byly prowadzone przez
10 i 15 minut. Jednocze$nie warto zauwazy¢, ze rezultaty morfologii powierzchni tytanu

trawionych w powyzszych pracach nie sg zbiezne z rezultatami uzyskanymi w niniejszej pracy.

Podsumowujac, przeprowadzone obserwacje modyfikowanych podtozy NiTi wskazujg na
raczej niewielki wptyw skladu chemicznego uzytych mieszanin i czasu trawienia na roéznice
w budowie mikrostruktury powierzchni. Wyjatkiem jest powierzchnia nitinolu po obrébece
w mieszaninie H2SO4/H20- (udziat odpowiednio 66.5%/9%, CE_2), na ktoérej widoczne sa

wytracenia pochodzace najprawdopodobniej z produktow trawienia.

9.1.2. Topografia powierzchni

Jak weze$niej wspomniano, topografi¢ powierzchni modyfikowanych podtozy analizowano
z wykorzystaniem mikroskopii sit atomowych. Przedstawione ponizej obrazy AFM (Rys. 9.4)
obejmujg mikroobszary 20 x 20 um, natomiast okreslenie wartosci parametrow chropowatosci
powierzchni: Ra ($redniego arytmetycznego odchylenia profilu od linii $redniej) oraz
Rq (Sredniego kwadratowego odchylenia profilu) przeprowadzono na podstawie pomiarow
z pieciu mikroobszaréw o rozmiarach 5 x 5 um kazdy, wartosci zestawiono pod obrazem

topografii kazdej z modyfikacji.

3 brak stezen i/lub stosunku objetosciowego w opublikowanej pracy
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Rys. 9.4. Zestawienie obrazow AFM z powierzchni nitinolu modyfikowanego w mieszaninach: a-c) CE_1 (NHs/H20), d-f) CE_2 (H2SO4/H.0,), g-i) CE_3
(HCI/HNO3) oraz j-1) CE_4 (NHs/H202); przez 15, 30 oraz 60 minut; z podaniem wartosci Ra | Rq dla poszczegolnych serii eksperymentalnych.
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Juz na wstgpie analiza topografii powierzchni modyfikowanych powierzchni NiTi
1 wybranych parametrow chropowatosci modyfikowanych powierzchni pozwala stwierdzi¢, ze
zardwno rodzaj zastosowanej mieszaniny do trawienia oraz czas kontaktu z wybranym medium
wplywajg na budowe warstwy wierzchniej stopu. Na Rys. 9.4a-c zaprezentowano obraz AFM
powierzchni nitinolu po kontakcie z mieszaning CE 1 (NH3/H203). Pigtnastominutowy kontakt
ze S$rodowiskiem kwasowym (Rys. 9.4.a) nie wyplynal znaczaco na uksztaltowanie
powierzchni stopu, w badanych mikroobszarach mozna zaobserwowaé nieliczne stozkowe
zmiany o wysoko$ci nieprzekraczajacej 0.18 um, zlokalizowane raczej przypadkowo na
badanej powierzchni. Taka topografia jest rowniez obserwowana dla niemodyfikowanego
nitinolu (patrz Rodz. 9.1.1., Rys. 9.1.c). Stosunkowo niska warto$¢ parametrow chropowatosci
tej powierzchni (Rq 5.44 nm) jest zblizona do parametréw dla niemodyfikowanego nitinolu
(Ra 4.40+1.77 nm), ale réwniez do powierzchni NiTi modyfikowanego przez D. Batalu,
et al. [97] w mieszaninach HF/HNO3/H20 o udziatach obj¢tosciowych 1:4:5 oraz 1:5:4 przez
2 minuty. Wartos$ci parametru Rq tych modyfikacji wyniosty odpowiednio 6.68 nm oraz
4.54 nm. Ponadto prowadzono réwniez trawienie nitinolu w tych srodowiskach w czasie jedne;j
minuty, dla ktérego rezultaty parametru Rq wyniosty odpowiednio 1.96 nm oraz 1.35 nm.
Wydtuzenie czasu trawienia do 30 minut nieco bardziej réznicuje powierzchnie, widoczne sa
miejsca z ubytkami materiatu po obrébce chemicznej, co przektada si¢ rowniez na czterokrotny
wzrost warto$ci parametru Ra, do ok. 14.4 nm (Rys. 9.4.b). Z kolei dla czasu obrobki lh
(Rys. 9.4.c) jeszcze silniej uwidaczniajg si¢ zmiany $§wiadczace o zwigkszeniu rozwinigcia
powierzchni stopu, co mozna tlumaczy¢ roztwarzaniem materialu stopu w wybranych
miejscach na jego powierzchni. Dla tej serii eksperymentalnej $rednie warto$ci parametrow
chropowatosci wzrastaja wraz z wydtuzeniem czasu trawienia, a najwigksza zmiana, okoto
czterokrotny wzrostu wartosci Ra i Rq, obejmuje warunki procesu obrobki z czasem po
wydtuzeniu trawienia z 15 do 30 minut.

Zmiany topografii powierzchni stopu NiTi po obrébce w mieszaninie H2SO4/H20. (CE_2)
korelujg ze zmianami morfologii zobrazowanej na zdjgciach SEM (Rys. 9.3.d-f). Powierzchnia
stopu (Rys. 9.4.d-f) jest mniej zroznicowana niz w przypadku innych serii eksperymentalnych,
obejmuje bowiem mikroobszary o ewidentnie wickszych rozmiarach wzgledem sasiednich
powierzchni, a ich ksztatt i rozmiary sg zbiezne z morfologia przedstawiong na zdjeciach SEM
dla tej serii probek po procesie trawienia. Dodatkowo mozna zaobserwowac, ze topografie
stopu trawionego przez 15 minut (Rys. 9.4.d) cechujg charakterystyczne bruzdy, ktore wraz
z wydhtuzeniem czasu poszerzaja si¢ (Rys. 9.4.e), ewoluujac do glebszych zmian po 60 minutach

ekspozycji (Rys. 9.4.f). Wartosci parametrow chropowato$¢ Ra | Rg, wzgledem 15-minutowej
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modyfikacji, zwigkszajg si¢ okoto 2.5-krotnie po 30 minutach trawienia, a po obrobce 1h
osiggaja odpowiednio 26.34 nm oraz 36.10 nm.

Z kolei po modyfikacji powierzchni stopu serii CE_3 (w srodowisku HCI/HNO3), zgodnie
z prezentowanymi wczesniej obrazami SEM dla czasu obrobki 15 minut (Rys. 9.2.g, Rys. 9.3.g)
nie uwidaczniajg si¢ wicksze zmiany - Rys. 9.4.9. Na powierzchni dominuje regularna tekstura
bedaca efektem procesu obrobki (Rys. 9.1.c) z nielicznymi, drobnymi, stozkowymi
krystalitami, ktorych wysoko$¢ nie przekracza 170 nm. Potgodzinny proces trawienia sprzyja
powstawaniu na powierzchni jeszcze wyzszych tego typu form (do wysokosci ok. 570 nm) oraz
zmniejszaniu intensywnosci zréznicowania powierzchni w poréwnaniu z krotszym czasem
obrobki (15 minut), podobnych do tych dla serii CE_1 30 - Rys. 9.4.b. Godzinna obrobka tej
serii prowadzi z kolei do powstania jeszcze drobniejszych zmian na catej powierzchni stopu,
z wzniesieniami o wysokos$ci do 1.5 um, ktére bylty rowniez rejestrowane dla innych
mikroobszaréw modyfikowanych powierzchni. Analizujagc zmiany warto$ci parametrow
chropowatosci tej serii (CE_3) dla dwoch pierwszych czasow trawienia, nalezy stwierdzi¢ ze
sa one zblizone do zmian obserwowanych dla serii CE 2 (obrobka w mieszaninie
H2SO04/H207), natomiast godzinne trawienie powoduje uzyskanie najwyzszej wartoSci
chropowato$ci (Ra Ok. 45+19 nm) sposrod wszystkich modyfikacji.

Z kolei powierzchnia podtozy modyfikowanych w mieszaninie NHa/H20- (seria CE_4) jest
zblizona do rezultatow otrzymanych w wyniku trawienia w roztworach NHz/H20- (seria CE_1)
oraz HCI/HNOs (seria CE_3). Obrobka przez 15 (Rys. 9.4.j) oraz 30 minut (Rys. 9.4.k)
prowadzi do wytworzenia si¢ charakterystycznej struktury do tej obserwowanej réwniez dla
serit CE 3 15 1 CE 3 30, z nielicznymi, drobnymi stozkowymi formami na powierzchni,
ktorych wysokos$¢ nie przekracza odpowiednio 93 nm i1 600 nm. Topografia podioza po
godzinnym czasie trawienia (Rys. 9.4.1) charakteryzuje si¢ obecnos$cia fragmentow wigkszych
zmian, ktore najprawdopodobniej stanowia struktury okalajace powstajace wzery, widoczne
roOwniez na obrazie SEM - Rys. 9.3.1. Parametry chropowato$ci dla tej serii, wraz z czasem
trawienia, zwigkszaja swoja warto$¢ do ok. 24.31 nm (Ra) dla 60 minutowego czasu obrobki.
Zmiany te cechuja si¢ rowniez wyzszymi wartosciami parametréw chropowato$ci niz dla serii
stopu po obrobce w mieszaninie CE 1, czyli przy udziatu tych samych sktadnikéw mieszaniny
(NH3/H203) lecz roznych stezeniach, odpowiednio 2.3% NH3/13.6% H202 1 10.3% NH3/5.3%
H20..

Warto$ci parametrow chropowatosci po godzinnych modyfikacjach powierzchni

w mieszaninach NHs/H20- (seria CE_1, Rys. 9.3.c), H2SO4/H20> (seria CE_2, Rys. 9.3.f) oraz
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NH3/H20 (seria CE 4, Rys. 9.3.1) mozna porowna¢ z efektami modyfikacji przeprowadzonej
z wykorzystaniem 30% HNOs w s$rodowisku metanolu (wykorzystanego do
elektropolerowania), opisanej przez D. Armitage, et al. [308]. Procesy te byly prowadzone
stosunkowo krotko (przez 1 minute), w rezultacie uzyskano powierzchni¢ cechujaca si¢
parametrem chropowatosci Ra ok. 29 nm. Warto rowniez wspomnie¢ dwie przywotane
wczesniej prace obejmujace trawienie powierzchni nitinolu w 7.5HF/20HNO3/72.5H20 [94]
oraz elektropolerowanie w $rodowisku 3.5M H2SOs rozpuszczonego w metanolu [303].
W obydwu przypadkach parametry chropowatos$ci znacznie przewyzszaty wartosci uzyskane
w niniejszej pracy doktorskiej, pierwszy z opisanych procesow skutkowal zmianami
w topografii powierzchni dla warto$ci Ra 1.63 um, a wiec wykraczajagcym znacznie poza skale
nanometryczng. Natomiast polerowanie elektrochemiczne w srodowisku kwasowym, opisane
w drugiej z wymienionych prac, wraz z wydtuzeniem czasu procesu pozwalalo na obnizenie

warto$ci parametru Ra od ok. 0.62 um (podtoze niemodyfikowane) do ok. 0.16 um.

Znacznie wyzsze warto$ci parametrOw chropowato$ci charakteryzuja roéwniez trawiony
biomedyczny stop Ti6Al4V. Cytowane w opisie mikrostruktury potgodzinne modyfikacje
w mieszaninie: 1) 9%HCI/24%H,SO4 w temperaturze pokojowej oraz 2) 9%HCI/24%H2S04
w temperaturze pokojowej, a nastepnie w 20%H202/0.3%HCI w temperaturze 80°C skutkowaty
chropowatoscig powierzchni w skali mikrometrycznej [304]. Parametry Ra. oraz Rq dla
wspomnianych modyfikacji wyniosty odpowiednio 6.4 pum oraz 7.8 pm (dla pierwszej
mieszaniny) i 10.0 um oraz 13.1 um dla kolejnego medium. Na tak wysokie warto$ci
parametréw chropowatosci miat wptyw udziat 1 stezenia wykorzystanych mieszanin oraz
relatywnie dtugi czas trawienia. Do wspomnianych juz czynnikow wptywajacych na wzrost
parametréw chropowato$ci powierzchni warto doda¢ takze temperature trawienia, ktora byla
kluczowym czynnikiem wptywajacym na topografic powierzchni stopi Ti6AI4V [305].
W pracy tej wykorzystano do modyfikacji powierzchni mieszaning 95% H2S04/30% H20:
w warunkach temperatury 25, 40 i 60 °C, i statej wartoSci czasu procesu: 30 minut. Warto$¢
parametru Rq powierzchni trawionej w temperaturze bliskiej temperaturze pokojowej wyniosta
31.3 nm. Taka warto$¢ parametru chropowatosci Rq jest zbiezna z rezultatami osiggnigtymi dla
powierzchni nitinolu trawionymi przez 30 minut w roztworach H2SO4/H20, (CE_2, Rys. 9.4.e)
oraz HCI/HNO3 (CE_3, Rys. 9.4.h), jak rowniez z godzinnym trawieniem w $rodowisku
NH3/H20> (CE _1, Rys. 9.4.c). Natomiast, wzrost temperatury do 40°C i 60°C spowodowat juz
wzrost warto$ci Rq do odpowiednio 99.0 nm oraz 561.1 nm. Warto rowniez wspomniec¢ o pracy,

w ktorej do trawienia powierzchni stopu Ti25Nb21Hf wykorzystano mieszaning H2SO4/H20:
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w proporcjach objetosciowych 1:1, dla procesu prowadzonego w temperaturze pokojowe;.
Powierzchnia stopu (trawiona przez 30 minut) powodowata zmiany warto$ci parametrow
chropowatosci Rai Rq, z odpowiednio 26.3 nm i 33.3 nm dla niemodyfikowanego stopu, do
warto$ci 21.3 nm i 27.0 nm [309]. Uzyskane, wymieniowe wyzej parametry powierzchni dla
trawionego stopu sg bliskie warto§ciom osiggnietym przy trawieniu nitinolu w tym samym
srodowisku, ale innym udziale reagentow (H2SO4:H20.), mianowicie 7:3, przez 30 i 60 minut

(seria CE_2, Rys. 9.4. e-f) w nieznacznie wyzszej temperaturze (70°C).

Podsumowujagc mozna stwierdzi¢, ze analiza topografii powierzchni stopu
modyfikowanego w wybranych mieszaninach (p. Tabela 8.1, rozdz. 8.1.2.) pozwolita na
okreslenie zmian w budowie warstwy wierzchniej wraz z oceng charakterystycznych wartosci
parametrow powierzchni (Ra oraz Rq) dla obserwowanych zmian. Najnizsze warto$ci Ra
obserwuje si¢ w przypadku modyfikacji w mieszaninie CE 1 15, a najwigksze po
60 minutowej obrobce w roztworze HCI/HNO3 (seria CE_3_60), odpowiednio 3.47 nm oraz
4592 nm. Warto doda¢, ze chropowato$¢ modyfikowanej powierzchni w przypadku
otrzymywania pokry¢ warstwowych jest istotnym parametrem w kontek$cie ich
funkcjonalnos$ci, a w przypadku warstw na bazie biopolimerow oddzialywan determinujacych
ich adhezj¢ do podtoza. Powierzchnie po modyfikacji powinny by¢ wolne od wigkszych
ubytkow, ktore zwykle znacznie pogarszajg przyczepnos¢ otrzymywanych warstw. Dodatkowo
uwaza si¢, ze umiarkowana warto$¢ chropowatosci (Ra od 10 nm do 6 um) moze poprawiac
ogolne oddziatlywanie na granicy faz (warstwa-podtoze) [310]. Z punktu widzenia aplikacji
stopu NiTi warto zwrdci¢ uwagg na rezultaty badan opisanych przez S. Jang, et al. [311], ktory
opisuje wyrazne ograniczenie adhezji bakterii (S. aureus i E. coli) do powierzchni nitinolu
cechujacej si¢ wartoscig chropowato$¢ (Ra) w zakresie 20 - 30 nm. Zatem zmniejszenie
wartosci parametru Ra W skali nanometrycznej wydaje si¢ by¢ szczegdlnie istotne w przypadku
przygotowania powierzchni nitinolu stosowanego bez dalszej modyfikacji. Jednakze roéwniez
w przypadku otrzymywania warstw biodegradowalnych cecha ta moze mie¢ istotny wptyw na
utrzymanie wlasciwosci bakteriostatycznych po dekompozycji warstwy, przy nawracajacych

infekcjach w obrebie wszczepu.

9.1.3. Sklad chemiczny

Jak wczesniej wspomniano, niemodyfikowane oraz modyfikowane powierzchnie nitinolu

zostaly poddane badaniom z wykorzystaniem rentgenowskiej spektrometrii fotoelektronow,
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ktorych celem byto ilosciowe okreslenie sktadu chemicznego oraz otoczenia chemicznego
pierwiastkow w warstwie wierzchniej. Na zestawionych w tym rozdziale wykresach
przedstawiono widma XPS w zakresie energii odpowiadajacej stanom 2p tytanu, 2pz. niklu
oraz 1s tlenu, wraz z Tabelg prezentujacg powierzchniowg koncentracje atoméw w badanych

obszarach. Na Rys. 9.5 zilustrowano widmo dla niemodyfikowanej powierzchni nitinolu.
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Rys. 9.5. Widma XPS fotoelektronow dla niemodyfikowanej powierzchni nitinolu: a) Ti 2p , b) Ni 2pzp
orazc) O 1s.

Zaprezentowane widmo (Rys. 9.5.a) wskazuje w pierwszej kolejnosci na obecno$¢ na
powierzchni niemodyfikowanego stopu Ti** (linia zielona), ktory jest charakterystyczny dla
dwutlenku tytanu oraz nieznacznych ilo$ci tytanu metalicznego (linia niebieska) oraz tytanu na
drugim lub trzecim stopniu utlenienia (linia rézowa). Na podstawie widma (Rys. 9.5.b)
w zakresie charakterystycznym dla stanow elektronowych niklu 2ps2, mozna stwierdzi¢
obecnos¢ zaréwno metalicznego niklu, jak i Ni?*. Z kolei analiza linii tlenu (O1s, Rys. 9.5.c)
pokazuje obecno$¢ zaréwno wigzan tlenu z metalem w sieci atomowej 1/lub podwdjnego
wigzania z weglem (linia niebieska) oraz defektow/wakancji tlenowych [312], te ostatnie
okreslane sg réwniez jako tlen zaadsorbowany [313]) i/lub pojedynczego wigzania tlenu
z weglem (linia zielona). Na niemodyfikowanej powierzchni NiTi, poza stanami pierwiastkow
opisanych powyzej, stwierdzono struktury na bazie wegla, wegla i tlenu (C-C, C-O, O=C-0),
grupy pochodzace od wigzan wegla i azotu lub azotu i wodoru (C-N, N-H) oraz stany
siarczanowe  (SOs%, S04%), pochodzace najprawdopodobniej =z  zanieczyszczen
powierzchniowych stopu. Podsumowanie tych analiz stanowi Tabela 9.1, w ktérej zestawiono
udziaty procentowe pierwiastkow wchodzacych w sktad analizowanych powierzchni stopu

niemodyfikowanego i po procesach trawienia chemicznego.
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Tabela 9.1. Koncentracja pierwiastkow (% at.) wehodzqcych w sktad badanych powierzchni stopu NiTi

C N 0 S Ti Ni

Wi;gﬁirg';e v | 2850 2868 2890 4001 4020 | 5301 5320 | 1687 | 4538  457.0 4585 | 8526 %56‘;

Che‘?‘?;‘zny c-C C-0  0=C-0 ,(il':I N-O '\éez'g; 'Vc'f_'g; /2%?;_ Ti(0)  Ti(/y - Ti(IV) Ni(0) Ni(I1)
CE._ref 35.0 6.9 8.1 26 0.0 10.2 25.4 0.8 0.4 05 5.2 0.7 10
CE_1.15 42.9 33 48 0.4 0.0 9.7 27.0 0.0 0.1 05 a7 0.0 3.9
CE_1.30 410 5.8 5.0 0.8 0.4 12.4 23.4 0.0 0.0 0.3 6.4 0.0 35
CE_1_60 28.8 8.1 7.9 3.2 0.1 11.7 28.4 0.1 0.1 03 6.6 0.1 35
CE 2 15 44.0 29 21 0.9 24 6.2 20.9 6.1 0.0 0.2 46 0.1 0.6
CE_2 30 355 9.0 0.8 5.2 0.1 25.1 12.6 45 0.1 0.6 5.7 0.2 0.4
CE_2 60 165 6.1 46 19 0.8 5.4 26.0 3.3 0.1 0.4 44 0.0 05
CE_3.15 31.9 46 3.1 16 0.0 245 17.6 0.6 03 12 11.6 0.8 1.0
CE_3.30 33.1 41 28 12 13 19.7 233 2.0 0.0 05 10.1 0.2 15
CE_3_60 303 5.4 6.2 16 0.4 19.4 23.9 1.0 0.1 0.4 9.1 0.3 1.9
CE_4 15 34.9 5.1 46 21 03 19.9 18.8 0.9 03 0.9 10.0 0.7 12
CE_4.30 36.9 5.4 6.6 18 0.1 19.1 18.4 0.2 03 0.6 9.0 0.4 0.8
CE_4 60 38.9 44 6.0 17 0.1 18.8 17.4 0.2 03 0.8 9.2 0.6 14
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Podobnie, na Rys. 9.6 zestawiono widma uzyskane z powierzchni stopu modyfikowanego

w mieszaninie NHs/H20: (seria CE_1).
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Rys. 9.6. Widma XPS fotoelektronow dla powierzchni nitinolu modyfikowanego w mieszaninie
NHs/H.0, (seria CE_1) przez 15, 30 i 60 minut w zakresach energii charakterystycznych dla:
a) Ti 2p, b) Ni 2ps, oraz ¢) O 1s.

Podobnie jak w przypadku podtoza niemodyfikowanego dominujgcym stanem tytanu jest
Ti**, analiza linii spektralnych wskazuje na poréwnywalnie wysoka intensywno$é
wspomnianego stanu dla podtozy modyfikowanych przez 30 1 60 minut oraz nieco jego nizsza
koncentracj¢ dla 15 minut trawienia w mieszaniniec NH3/H20> (seria CE_1, Rys. 9.6.a).
Potwierdzaja to rowniez wyniki iloSciowe sktadu chemicznego, w ktérym udzialy atomowe
(Ti*") zmieniaja si¢ od 4.7% at. do 6.6% at. wraz z wydtuzeniem czasu trawienia. Odnoszac te
ilosci do calkowitej koncentracji tytanu na powierzchni mozna stwierdzi¢, ze stanowia one
w przypadku 30 i 60 minut trawienia ca. 95%, a w przypadku 15 minut trawienia ca. 88%
udziatu tytanu. Ta ostatnia warto$¢ jest bliska rezultatom analizy sktadu chemicznego uzyskang
przez Z. Yang, et al. [302] dla procesu elektrochemicznego trawienia nitinolu w 10% H>SO4

W postaci roztworu wodnego oraz rozpuszczonego w Srodowisku metanolu, dla ktorych udziaty
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te wyniosty kolejno 87.4% oraz 85.8%. Warto rowniez zwrdci¢ na niskg zawarto$¢ tytanu na
zerowym stopniu utlenienia. Dla pierwszego ze wspomnianych roztworow, HoSOas(aq.), wartosé
ta wynosi 1.8%, co stanowi rezultat bliski udziatlowi Ti® na powierzchni stopu modyfikowanego
przez 15 minut w mieszaninie NHs/H2O> (udziat 1.88%). Ponadto w analizowanej powierzchni,
w podobnej ilosci dla wszystkich modyfikacji tej serii, obecny jest rowniez Ti?**, oraz tytan
metaliczny (w ilosci do 0.1% at.). W przypadku niklu (Rys. 9.6.b) wystepuje on niemal
wylacznie na drugim stopniu utlenienia, w ilosci ok. 3.9% at. dla 15 minut i 3.5% at. dla
30 i 60 minut trawienia. Po procesie obrobki stopu z mieszaninie NHz/H2O2 w czasie 60 minut
(seria CE 1 60) stwierdzono rowniez nikiel metaliczny w ilosci 0.1% at. Warto réwniez
wskaza¢ na udziat tytanu w stosunku do koncentracji niklu w analizowanych seriach stopu po
przeprowadzonych modyfikacjach. Wraz z czasem procesu trawienia warto§¢ wspomnianego
ilorazu wzrasta i wynosi kolejno 1.36, 1.91 1 1.94, sa to jednoczes$nie najnizsze wartosci sposrod
wszystkich serii modyfikowanych podtozy. Roéwnie niskie wartosci proporcji Ti/Ni zostaty
wyznaczone dla trawienia nitinolu w mieszaninie 40% HNO3/10% HF przez 3 minuty (1.68)
I 6 minut (1.62) [302] oraz mieszaninie HF/HNOs/H>O w proporcjach 1:4:5 przez 4 minuty
(2.00) [314]. Analizujac linie spektralne dla Ols (Rys. 9.6.c) mozna stwierdzi¢, ze te
charakteryzuja si¢ podobng ilo$cig wigzan Me-O (def.) i C-O, niezaleznie od czasu kontaktu
podloza z mieszaning NHz/H.O>, natomiast intensywnosci linii widmowej dla Me-O (lat.)
1 C=0 wzrasta dwukrotnie dla dluzszych czaséw obrobki wzgledem procesu trawienia
realizowanego w czasie 15 minut. Analiza ta jednoznacznie wskazuje na wplyw stosowanej
mieszaniny NHz/H2O> (seria CE 1) na utlenianie si¢ metalicznych standéw tytanu i niklu do
odpowiednio TiOz, nieznacznych ilosci Ti2O3z i NiO, tym samym wigzac na powierzchni
potencjalnie niebezpieczne dla organizmu pierwiastki w formy mniej reaktywne, niz

przedstawione i opisane w analizie XPS dla stopu niemodyfikowanego.

W przypadku stopu po obrobce w mieszaninie HoSO4/H20 (seria CE_2) rezultaty analiz
zestawiono na rysunku Rys. 9.7.
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Rys. 9.7. Widma XPS fotoelektronow dla powierzchni nitinolu modyfikowanego w mieszaninie
H2S04/H,0, (seria CE_2) przez 15, 30 i 60 minut w zakresach energii charakterystycznych dla:
a) Ti 2p, b) Ni 2ps oraz ¢) O 1s.

Linia spektralna Ti2p (Rys. 9.7.a) ma w tym przypadku podobny przebieg do tej
prezentowanej na widmie po modyfikacji w mieszaninie CE_1 (2.3% NH3/13.6% H.03), co
potwierdza najwickszy udziat stanéw Ti**, z bardzo niewielka ilo$cig tego pierwiastka na
innych stopniach utlenienia. Jednakze warto zwrdci¢ uwage na udziat Ti?*** ktory wynidst
4.16% na powierzchni nitinolu modyfikowanego przez 15 minut, podczas gdy udziaty Ti® i Ti**
wyniosty kolejno 0% 1 95.84%. Rezultaty te $wiadcza o obecnosci tytanu tylko w postaci
zwigzane] chemicznie, co nie mialo miejsca w przypadku modyfikacji przy uzyciu 10%
H2SOs@q) 0 bardzo podobnym udziale Ti**®* (4.29%), oraz obecnosci na powierzchni
metalicznego tytanu w ilosci 9.87% [302]. Wspomniana, zastosowana w niniejszej pracy
modyfikacja wptywa rowniez na charakterystyczny przebieg linii spektralnej dla Ni 2psp.
Dekonwolucja widma w zakresie energii 850.5-866.5 eV dla tej serii stopu (Rys.9.7.b, CE_2)
pozwolita na wyodrebnienie stanéw Ni?* (0.4+0.6% at.) oraz niklu metalicznego w ilosci do
0.2% at. Sumaryczny udziat niklu na powierzchni stopu modyfikowanego w mieszaninie CE_2

jest najnizszy sposrod wszystkich serii eksperymentalnych, a ponadto jego ilo$¢ zmniejsza si¢
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wraz z wydtuzeniem czasu trawienia (z 0.7% at. do 0.5% at.). Podobna tendencja zmian zostata
zaobserwowana przez Lopes, et al. [303],po procesie modyfikacji powierzchni nitinolu na
drodze elektropolerowania w H2SO4cr:on) w 20°C, w czasie od 30 do 240 s. Z otrzymanych
rezultatdéw (Tabela 9.1.) wynika, ze stosunek ilosci tytanu do niklu w przeprowadzonych
modyfikacjach tej serii eksperymentalnej (CE_2) jest najwyzszy sposrod wszystkich badanych
serii. Zwtlaszcza trawienie w czasie 30. 1 60 minut wskazuje na znaczng przewage udziatu tytanu
na powierzchni modyfikowanego nitinolu, stosunki udziatu (% at. Ti/% at. Ni) wynosza kolejno
10.7 oraz 9.8. Z kolei analiza linii Ols (Rys. 9.7.c) wskazuje na zmienne udzialy tlenu
w poszczegolnych strukturach, dla obrobki w czasie 15- i 60-minut réznice obejmujg jedynie
intensywnos$ci pochodzace od stanow Me-O (def.), C-O, ktore wyraznie dominujg nad udziatem
tlenu zwigzanego w Me-O (lat.), C=0. W przypadku pétgodzinnego procesu trawienia udzialy
te zmieniaja si¢ na korzys¢ wyzszego udziatu tych ostatnich wigzan. Warto rowniez zwrocicé
uwage na obecno$¢ znacznego udziatu SO3%/SO4> (do ok. 6.1% at.) dla wszystkich czasow
modyfikacji stopu w tej mieszaninie, co moze wskazywa¢ na obecno$¢ zanieczyszczen po
procesie trawienia lub tworzenia si¢ nieznacznych ilosci siarczanu(VI) niklu na powierzchni
stopu, co z kolei potwierdzita analiza XRD (rozdz. 9.1.4., Rys. 9.10.b). Podsumowujac,
modyfikacja powierzchni nitinolu w mieszaninie H2SO4/H.0, (CE_2), pozwala na
ograniczenie ilosci wolnych pierwiastkow metalicznych na powierzchni probki (Ni i Ti), ale
réwniez moze prowadzi¢ do tworzenia si¢ NiSOa, ktory uwazany jest za cytotoksyczny [315].

Analiza widm XPS z powierzchni stopu po obrobce w mieszaninie HCI/HNOs3 (seria CE_3,
Rys. 9.8)
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Rys. 9.8. Widma XPS fotoelektronow dla powierzchni nitinolu modyfikowanego w mieszaninie
HCI/HNO; (seria CE_3) przez 15, 30 i 60 minut w zakresach energii charakterystycznych dla:
a) Ti 2p, b) Ni 2ps, oraz ¢) O 1s.

Wptyw mieszaniny HCI/HNO3 (seria CE_3) wskazuje na istotny wzrost udziatu tytanu na
czwartym stopniu utlenienia (w obszarze Ti2p, Rys. 9.8.a), wzgledem powierzchni stopu
niemodyfikowanego (Rys. 9.5.). Warto dodaé, Ze udziat Ti** maleje wraz ze zwickszajacym sie
czasem kontaktu stopu po obrobce w mieszaninie HCI/HNOz. Zmiany te sg zbiezne z tymi
obserwowanymi dla linii spektralnej pochodzacej od Me-O (lat.); C=0 (Rys. 9.8.c), co
wskazuje na zmniejszenie udziatu TiO2 na powierzchni stopu. Analogicznie do 15 minutowej
modyfikacji w NHs/H20: (seria CE 1) udziat tytanu na czwartym stopniu utlenienia na
powierzchni stopu modyfikowanego w HCI/HNO3 (seria CE 3, 15 minut) wynosi takze
ca. 88%. Istotnym dla wspomnianej modyfikacji jest wzrost intensywnosci linii spektralnej
pochodzacej od niklu metalicznego, ktdrej maksimum przypada dla czasu obrobki 15 minut
(Rys. 9.8.b), w rezultacie mozna stwierdzi¢ iz obrobka w tej mieszaninie nie sprzyja
ograniczeniu wolnych form metali na powierzchni stopu. Stosunek udzialu Ti/Ni w tej serii
eksperymentalnej jest relatywnie wysoki, dla kolejnych czaséw trawienia wynosi kolejno 7.3,
6.2, 4.4. Ostatni rezultat (dla czasu obrobki 60 min.) jest zbiezny z wartoscig Ti/Ni (4.45)
okreslong dla powierzchni modyfikowanego elektrochemicznie NiTi w mieszaninie
1M H3PO4/10% NH4F w czasie dwudziestu minut przez Z. Yang, et al. [302].
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Efekt obecnosci wolnego niklu na powierzchni nitinolu zaobserwowano rowniez po

kolejnej modyfikacji powierzchni NiTi, w $rodowisku NH3s/H202 (CE_4 - Rys. 9.9.).
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Rys. 9.9. Widma XPS fotoelektronow dla powierzchni nitinolu modyfikowanego w mieszaninie
NHs/H,0, (seria CE_4) przez 15, 30 i 60 minut w zakresach energii charakterystycznych dla:
a) Ti 2p, b) Ni 2ps, oraz ¢) O 1s.

Modyfikowane powierzchnie, niezaleznie od czasu obrobki, cechuje znaczna obecno$é Ti*
(w ilosci od 9.0 do 10.0% at., Tabela 9.1.), obserwuje si¢ rowniez zwickszong intensywnos¢
linii spektralnych tlenu (Rys. 9.9.c), co $wiadczy o procesie utleniania tytanu do tlenku
tytanu(IV). W warstwie wierzchniej stopu, niezaleznie od czasu obrébki, obecny jest rowniez
Ti2*/Ti** (do 0.9% at.) oraz Ti® w ilosciach 0.3% at. Wyrazny problem aplikacyjny stopu NiTi
po obrdobee w tej mieszaninie stanowi metaliczny nikiel (Rys. 9.9.b), ktorego ilo$¢ (od 0.4% at.
do 0.7% at.) jest porownywalna z warto$cig dla stopu niemodyfikowanego (do 0.7% at.). Warto
réwniez doda¢, ze sktad mieszaniny stosowanej podczas obrobki powierzchni stopu dla serii
CE_4 r6zni si¢ od mieszaniny wykorzystywanej dla serii CE 1 stgzeniami poszczegdlnych

sktadnikow, co tez wyraznie wplywa na sktad chemiczny modyfikowanej powierzchni.

Rozwazajac powyzsze modyfikacje nitinolu mozna stwierdzi¢, ze w wypadku zastosowania

mieszanin CE_1 oraz CE_2 (odpowiednio 2.3% NH3/13.6% H,0- oraz 66.5% H2S04/9%H,0,)
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obserwuje si¢ ograniczenie obecnosci duzego udzialu niklu, w tym dla wybranych serii
wolnego niklu, na powierzchni. Sumaryczny udziat form niklu (Ni° oraz Ni?*) nie przekroczyt
4% at., a udziat Ni°® w wybranych warunkach trawienia byt bliski 0. Takie rezultaty nie sa
czestym efektem procesoOw chemicznego trawienia nitinolu, wigkszo$¢ doniesien
literaturowych wskazuje na znacznie wyzsze udziaty niklu. Na przykitad polerowanie
elektrolityczne NiTi w 30% HNO3cH:on) (1 min., temp. -30°C) prowadzi do udziatu 11.3% at.
Ni® [308], natomiast S. Shabalovskaya, et al. [314] po modyfikacji nitinolu w mieszaninie
HF/HNO3/H20 (stosunek obj. 1:4:5) wykazat udziat Ni na poziome 9.0% at.. Jednakze, juz
nieco inny sklad objetosciowy mieszaniny HF/HNOs/H.O (7.5:20:72.5), opisany przez
A. Pequegant, et al. [94], podczas dwuminutowej modyfikacji nitinolu niemal catkowicie
eliminuje zaréwno Ni° jak i Ti° z powierzchni stopu. Przywolane wyniki badan wskazuja, ze
tlenkowa warstwa wierzchnia ma grubo$¢ ok. 50 nm, a w trakcie przeprowadzonego
profilowania XPS wraz z zagl¢bianiem si¢ w warstwe wzrastaja udzialy tytanu i niklu na

zerowym stopniu utlenienia.

Z uwagi na niewielka ilo$¢ zrodet dotyczacych trawienia stopu NiTi w niniejszym akapicie
przeanalizowano literature w zakresie trawienia powierzchni tytanu oraz stopow
biomedycznych na bazie Ti. Przykladem jest praca autorstwa D. Nazarov, et al. [286]
przedstawiajaca modyfikacje tytanu w $rodowiskach 1) H2SO4/H20; oraz 2) NH4sOH/H,0, *
przez 5 i 15 minut oraz 1, 2, 6 i 24 godziny. Rezultaty analizy XPS wskazujg na catkowite
utlenienie tytanu rozpoczynajac od 15 minutowego trawienia w H2SO4/H20.. Natomiast
w przypadku drugiej mieszaniny (NH4sOH/H202) tytan metaliczny nie byl obecny na
powierzchni tytanu modyfikowanego tylko w przypadku modyfikacji przez 5 minut oraz
24 godziny. W przypadku obydwu modyfikacji grubo$¢ warstwy TiO2 na podlozach przed
modyfikacjg zostala okre§lona na 6 nm i wzrastata z czasem do 45+50 nm. Innym materialem
trawionym chemicznie byt stop Ti6Al4V przeprowadzona przez Y. Torres, et al. [304], ktora
obejmowata trawienie w: 1) 9%HCI1/24%H2SO4 (30 minut, RT) oraz 2) 9%HCI/24%H>S04
(30 minut, RT), a nastepnie w 20%H202/0.3%HCI (30 minut, 80°C). Obydwie modyfikacje
prowadzily do wzrostu udzialu glinu na powierzchni stopu, do kolejno 1) 7.1% wag. oraz
2) 7.7% wag. wzgledem podioza niemodyfikowanego (4.8% wag.), ale ograniczyly udziat
wanadu o odpowiednio 1) 0.1% wag. oraz 2) 0.5% wag. Nieznaczne ograniczenie udziatu

wanadu, przy znacznym wzro$cie udzialu alergennego glinu nie jest efektem, ktory bytby

4 brak stezen i/lub stosunku objetosciowego w opublikowanej pracy
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korzystny z punktu widzenia wymagan stawianych biomateriatom. Powierzchniowe;j
modyfikacji w mieszaninie H2SO4/H20> (stosunek objetosciowy 1:1, 30 minut) przywotanej
juz w tym akapicie zostal rowniez poddany stop Ti25Nb21Hf [309]. Pod wplywem tej
modyfikacji udziat TiO2 na powierzchni stopu wzrést z 1.8% at. dla podloza
niemodyfikowanego do 6.5% at. Jednocze$nie nieznacznie (o 0.1% at.) wzrosty udzialy
metalicznego niobu i hafnu, ale proporcja udziatu wolnych form metalicznych do tlenkéw po

trawieniu wyniosta 12:88 (w niemodyfikowanym Ti25Nb21Hf byto to 58:42).

Podsumowujac ten etap modyfikacji powierzchni, w tym wptyw poszczegdlnych mieszanin
stosowanych w obrobce chemicznej stopu, mozna stwierdzi¢, ze najlepsze rezultaty w Swietle
wymagan stawianych modyfikacji chemicznej ograniczajacej w gldwnej mierze wolne formy
niklu oraz tytanu wykazata mieszanina uzyta dla seriit CE 1. Zastosowanie w tym przypadku
2.2% NHs i 13.6% H,02, i obrobka w czasie 30 minut, pozwala na catkowite ograniczenie Ti°
(do 0 %at.) oraz Ni® (do 0 %at.) na powierzchni stopu.

9.1.4. Budowa fazowa powierzchni

Zmodyfikowane powierzchnie stopu NiTi po obrobce w mieszaninach (serie CE 1 - CE_4,
p. Tabela 8.1., rozdz. 8.1.2.) w czasie 15, 30 i 60 minut poddano analizie fazowej
z wykorzystaniem niskokatowej dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego (GID-XRD).
Dyfraktogramy te zestawiono na Rys. 9.10.a-d, kazdy z nich obejmuje cztery widma
w zalezno$ci od czasu trawienia, wraz z widmem dla probki referencyjnej NiTi (stopu

niemodyfikowanego).
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Rys. 9.10. Widma XRD z powierzchni stopu NiTi modyfikowanego w mieszaninach a) CE_1, b) CE_2,

¢) CE_3 oraz d) CE_4; w czasie 15 min. (linia czerwona), 30 min. (linia czarna) oraz 60 min. (linia

zielona) oraz stopu niemodyfikowanego (linia pomaranczowa). Dodatkowo zaznaczono refleksy

charakterystyczne dla poszczegdlnych faz: NiTi, Ni, NiO, Ti, Ti.Os, TiO (dane z bazy programu Match!)

Analiza refleksow charakterystycznych dla serii referencyjnej stopu (NiTi Ref., linia
pomaranczowa) pozwala na okreslenie obecnosci fazy austenitu (B2) o plaszczyznie
krystalizacji (110), na co wskazuje najbardziej intensywny refleks dla wartosci 42.5°, oraz piki
w pozycji 61.6° oraz 77.8° [297,316].

Rysunek 9.10.a prezentuje dyfraktogram z powierzchni NiTi po procesie trawienia
w mieszaninie NH3/H20. (seria CE_1) w czasie przez 15, 30 i 60 minut. Zestawienie to
pokazuje, ze pigtnastominutowa modyfikacja nie wptywa znaczaco na jako$¢ sktadu fazowego
powierzchni, a jedynie na ilo§¢ poszczegodlnych faz, co jest zwigzane z intensywnoscig

poszczegdlnych reflekséw. Podobng obserwacje mozna poczyni¢ dla podtoza serii CE 1 30,
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dla ktorego rejestruje si¢ tylko jeden mato intensywny refleks przypisywany do plaszczyzny
(110) fazy austenitu (B2). Srednie rozmiary krystalitow dla probek serii podloza
niemodyfikowanego, CE 1 15 i CE 1 30, wyznaczone na podstawie rownania Scherrera,
wynosity odpowiednio 169, 191 i 149 nm. Wskazuje to na zmniejszenie si¢ krystalitow NiTi
(B2) po 30 minutach procesu trawienia. Z kolei obrobka w czasie 60 minut (CE 1 60), poza
charakterystycznymi refleksami dla podtoza niemodyfikowanego, wskazuje rowniez na
obecno$¢ na powierzchni tlenkow tytanu, w postaci tlenku tytanu(IIl) (20.3°) oraz tlenku
tytanu(IV) (21.49).

Z kolei modyfikacja powierzchni nitinolu w mieszaninie H2SO4/H20; (seria CE_2,
Rys. 9.10.b), wskazuje na obecno$¢ na powierzchni modyfikowanych podtozy nie tylko
wczesniej wspomnianej fazy (B2), charakterystycznej dla NiTi (42.5°, 61.6°, 77.8°), ale rowniez
licznych reflekséw, zlokalizowanych w potozeniu charakterystycznym dla tlenkow tytanu
1 tlenku niklu. Refleksy zarejestrowane dla warto$ci katow 20 wynoszacych 21.4°, 42.0°, 60.8°
mozna przypisac¢ do tlenku tytanu(Il) w postaci anatazu o plaszczyznach (101), (200) i (105)
[317]. Natomiast na obecno$¢ Ti2O3 wskazuje refleks dla wartosci kata 29.5°, ktory stanowi
o plaszczyznie (104) [318]. Tlenek niklu(ll) reprezentowany jest przez refleks
w potozeniu 37.1°, co przypisuje si¢ orientacji fazy tlenku w plaszczyznie (111) [319].
Dodatkowo w przypadku modyfikacji tej serii mozna wyrdzni¢ nieznaczny sygnat dla wartosci
73.5° ktory w nawigzaniu do przeprowadzonej analizy XPS wskazuje na obecno$¢ na
powierzchni NiSO4 [320].

W przypadku powierzchni stopu po obrobce w mieszaninie HCI/HNOs (seria CE_3,
Rys. 9.10.c) zarejestrowane widma cechujg si¢ miedzy innymi obecnoscig refleksow
charakterystycznych dla probki referencyjnej stopu. Podobnie jak dla modyfikacji powierzchni
z uzyciem mieszaniny H2SO4/H20: (seria CE_2) dyfraktogram wskazuje na obecno$¢ pikow
charakterystycznych dla fazy TiOz oraz Ti,Oz oraz tlenku niklu. Dodatkowo przeprowadzona
modyfikacja dla serii CE 3 15 i CE 3 30 wskazuje na obecnos$¢ refleksow 21.4° i 42.0°,
pochodzacych od anatazu (TiO>), ktore przypisuje si¢ orientacji kolejno (101) i (200). Z kolei
refleksy dla wartosci 29.5° i 45.6° mozna przypisa¢ fazie Ti2Oz zorientowanej
w plaszczyznach kolejno (104) i (024) [317,318]. Ponadto, w pozycji 37.1° wyroznia sig refleks,
ktéry pochodzi od tlenku niklu(Il), krystalizujacego w kierunku zgodnym z ptaszczyzna (111)
[319]. Warto rowniez zwroci¢é uwage na dwa refleksy obecne tylko dla obrobki z czasem
15 i 30 minut. Pierwszy z nich (dla wartosci 60.1°) pochodzi od metalicznego tytanu [321].
Natomiast drugi, szeroki refleks zlokalizowany w pozycji 77.9°, stanowi ztozenie pochodzace

od fazy NiTi krystalizujacej w kierunku zgodnym z ptaszczyzna (100) oraz niklu metalicznego
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(kierunek krystalizacji zgodny z ptaszczyzng (022)). Dodatkowo dla tej serii eksperymentalnej
mozna wyr6zni€ refleks w potozeniu 45°, ktory mozna interpretowac jako obecnos¢ fazy niklu
metalicznego, krystalizujacg w kierunku zgodnym z ptaszczyzna (111) [322].

Analizujagc widma XRD z powierzchni stopu modyfikowanego przez 15 i 30 minut
w mieszaninie NH3/H2O; (seria CE 4) mozna stwierdzi¢, ze nie wykazujg one wigkszych
réznic od tych zarejestrowanych po trawieniu stopu w mieszaninie HCI/HNO3 (seria CE_3).
Refleksy o najwyzszej intensywnosci pochodza od faz nitinolu (42.5°, 61.6°, 77.8°). Dodatkowo
dla serii trawionej w czasie 15 minut (CE_4 15), w potozeniu dla warto$ci kata 77°, obserwuje
si¢ charakterystyczne poszerzenie sygnatu (obserwowane rowniez w przypadku serii CE_3 15
1CE_3 30), $wiadczace o obecnosci fazy Ni (022). Obecnos¢ fazy Ni (111) potwierdza réwniez
stosunkowo niewielki refleks w ok. 39.8°. Efekty te sa rowniez rejestrowane przy dluzszym
czasie kontaktu stopu z stosowang mieszaning (dla czasow trawienia 30 i1 60 minut,
odpowiednio seria CE 4 30, CE 4 60), dla ktorych obserwuje si¢ opisywane wczesniej
krystality tlenku tytanu(Il) (21.4°, 42.0°), tlenku tytanu(111) (19.8°, 29.5°, 45.6°) i tlenku niklu(1I)
(31.4°, 37.1°). Dodatkowo dla najdluzszego czasu trawienia dla tej serii eksperymentalnej
(CE_4 60) dla wartosci kata 20 wynoszacego 60.1° obserwuje si¢ refleks pochodzacy od
metalicznego tytanu, o kierunku krystalizacji zgodnym z ptaszczyzna (111) [319].

W literaturze jest stosunkowo niewiele prac weryfikujacych sktad fazowy modyfikowanych
chemicznie podtozy NiTi. Jedng z nich jest praca N. Lopes, et al. [303] wskazujgca na zmiany
fazowe w modyfikowanym stopie (austenitycznym o wlasciwosciach pseudoplastycznych oraz
martenzytycznym z pamig¢cig ksztattu) w 3.5M H2SOs4 w $rodowisku metanolu. Uzyskane
wyniki prezentuja jednak analize¢ probki w calej objetosci. Pseudoplastyczny nitinol wskazuje
na refleksy austenitu (B2) w ptaszczyznach (110) 1 (200), obecne rowniez we wszystkich
modyfikacjach opisanych w niniejszej dysertacji. Niestety w tym przypadku trudno o analize
zmian budowy powierzchni po procesie trawienia, poniewaz w pracy nie zamieszczono

dyfraktograméw niemodyfikowanych podtozy.

Podsumowujac te czgs¢ pracy eksperymentalnej mozna stwierdzi¢, iz wybdr rodzaju
mieszaniny wykorzystywanej w modyfikacji nitinolu jest istotny z punktu widzenia budowy
fazowej jego powierzchni. Z jednej strony trawienie powierzchni stopu wybranymi
mieszaninami prowadzi do otrzymania odpowiednich faz krystalicznych, w tym tlenkow tytanu
oraz niklu, ale rowniez i faz metalicznych pierwiastkéw, stanowigcych skladowe stopu.
Uzyskane rezultaty analizy fazowej pozostaja w korelacji z wynikami analizy XPS, opisanymi

w Rozdziale 9.1.3. W kontek$cie wymagan stawianych biomateriatom, mianowicie eliminacji
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z powierzchni nitinolu wolnych form metalicznych pierwiastkow, proponowany etap
modyfikacji chemicznej jest najbardziej zasadny przy zastosowaniu mieszanin CE_1
(NH3s/H202) oraz CE_2 (H2S04/H20-), w czasie trawienia kolejno 30 i 60 minut. Jednak warto
zaznaczy¢, ze modyfikacja NiTi w obecnosci kwasu siarkowego(VI) prowadzi rowniez do

powstania soli NiSOa, ktéra moze by¢ cytotoksyczna [315].

9.1.5. Zwilzalno$¢ i energia powierzchniowa

Modyfikowana powierzchnia stopu NiTi, poza badaniami mikrostruktury, topografii oraz
sktadu chemicznego i fazowego, byta analizowana rowniez pod katem oceny zwilzalnosci oraz
wartos$ci energii powierzchniowej i jej sktadowych. Informacje te sg bowiem istotne dla
okreslenia budowy powierzchni, ktorej parametry fizykochemiczne wspotdecyduja
bezposrednio o cechach uzytkowych stopu, wplywajac w kolejnym etapie miedzy innymi na
stabilno$¢ otrzymywanych warstw, jak roéwniez zachowanie powierzchni wszczepu po
biodegradacji pokry¢ na bazie biopolimeréow [323]. Rezultaty tych pomiarow dla
niemodyfikowanych i modyfikowanych powierzchni nitinolu, przy uzyciu wody destylowane;j

i dijodometanu, zaprezentowano na Rys. 9.11.
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Rys. 9.11. Wartosci kata zwilZzania powierzchni nitinolu niemodyfikowanego i modyfikowanego
w mieszaninach CE I, CE 2, CE 3 oraz CE 4 przez 15, 30 oraz 60 minut w kontakcie z wodg
destylowang (kolor czerwony) oraz dijodometanem (kolor zielony).
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W przypadku podtoza niemodyfikowanego stopu, wartosci kata zwilzania wyniosty srednio
60.9° dla wody oraz 58.6° dla dijodometanu, rezultaty te znajduja swoje potwierdzenie
w literaturze [324-327] i bgda stanowily wartosci odniesienia w analizie ich wartosci dla
pozostatych serii eksperymentalnych. Trawienie podlozy przez 15 minut w mieszaninie
NH3/H20; (seria CE 1) spowodowato znaczne zwickszenie kata zwilzania wody, do warto$ci
ok. 83.5° Z kolei dluzszy czas obrobki (30 minut) nie zmienia warto$ci kata wzgledem
modyfikacji powierzchni stopu w czasie 15 minut, w odrdznieniu do obrobki prowadzonej
przez 60 minut, ktéra prowadzi do uzyskania powierzchni w kierunku zwickszonej
hydrofilowosci (65.3+1.1°). Na obserwowane zmiany moze mie¢ wptyw rézny udziat TiO2 na
powierzchni stopu, ktory charakteryzuje si¢ katem zwilzania ok. 85° [328]. Analiza wartosci
kata zwilzania z wykorzystaniem dijodometanu nie ma typowego przebiegu,
15-minutowy proces trawienia doprowadzit do zmian na powierzchni skutkujacych
nieznacznym zmniejszeniem jego wartosci, podczas gdy stop po obrébce przez 30 minut
wykazuje zwigkszenie warto$¢ tego parametru do ok. 61°, a proces 60-minutowy cechuje si¢
zmniejszeniem badanej wartosci ponizej tej obserwowanej dla probki referencyjnej (NiTi_Ref.)
oraz stopu serii CE_1_15.

W przypadku stopu NiTi modyfikowanego w mieszaninie H2SO4/H20, (seria CE_2)
zmiany wartosci kata zwilzania zarowno dla wody jak i dijodometanu, wzrastaja wraz
z wydluzaniem czasu trawienia, co pozwala stwierdzi¢ ich koherentny przebieg. Analizujac
dane dla wody, kat ten wzrasta z ok. 69.0° (dla 15 minut trawienia), przez wartos¢ ok. 85.9°
(30 minut trawienia), az do wartosci 92.7+0.3° dla czasu obrobki 60 minut, czyli warto$ci
typowych dla powierzchni hydrofobowych. Zmiany te mozna powigza¢ z obecnoscig na
powierzchni grup SO+, ktorych udziat maleje wraz z czasem trawienia lub udziatu tlenku
niklu, ktory ma charakter superhydrofobowy, charakteryzujacy si¢ katem zwilZzania o wartos$ci
104° [329], jednakze w przypadku tego ostatniego tlenku jego udzial na powierzchni po
modyfikacji jest niewielKki.

Modyfikacji powierzchni stopu NiTi w mieszaninie HCI/HNOg (seria CE_3) nie wykazuje
okreslonej tendencji zmian wartosci kata zwilzania. W przypadku zastosowania wody jako
cieczy pomiarowej obserwuje si¢ zmiane warto$ci kata do wartosci 72.9+2.5° 1 87.2+4.2°,
odpowiednio dla czasu trawienia 15 i 30 minut. Natomiast po procesie obrobki w czasie
60 minut warto$¢ ta spada do ok. 69.2°. Obserwowany wzrost warto$ci moze mie¢ zwigzek
Z obecno$cig wolnego niklu na powierzchni, ktory wykazuje charakter superhydrofobowy
[330], ale rowniez z stosunkowo duzym wzrostem wartosci parametrow chropowatosci

powierzchni (Ra 45.92 nm, p. Rys. 9.4) [331].
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Trawienie nitinolu w mieszaninie NHs/H20. (seria CE_4) podobnie jak poprzednia
modyfikacja (seria CE_3) nie wykazuje jednoznacznej tendencji zmian. Wyzsze wartosci kata
zwilzania odnotowano dla 15 1 60 minut trawienia, odpowiednio 87.2+1.2°1 84.0+2.9°, podczas
gdy kontakt 30-minutowy wpltynat na uzyskanie nizszej wartosci kata zwilzania (ca. 75°).
Na taki charakter zwilzalno$ci moze mie¢ wplyw obecny metaliczny nikiel na powierzchni,
bowiem zmiana jego udziatu jest powigzana z uzyskanymi katami zwilzania wody. Mianowicie
wraz ze wzrastajagcym czasem trawienia wystepuje on na powierzchni w stezeniu kolejno 0.7%
at., 0.4% at. i 0.6% at. (patrz Rozdziat 9.1.3., Tabela.9.1). W przypadku uzycia dijodometanu

wartos$ci kata zwilzania maleja, ale w niewielkim zakresie zmian, od 53.4 do 57.9°.

Uzyskane wyniki zwilzalno$ci powierzchni modyfikowanego nitinolu nie koresponduja
w pelni z dostepnymi w literaturze, co najpewniej wynika z wptywu réznic w zakresie
stosowanych procesoOw obrobki. Przyktadowo zmniejszenie warto$ci kata zwilzania
powierzchni NiTi jest obserwowane przez T. Hu, et al. [332], ktorzy zastosowali w modyfikacji
10% H202 oraz 30% H20> w temperaturach 60°C i 100°C. W obydwu przypadkach trawienie
trwato az 24 godziny, a pomiar kata zwilzania odbywal si¢ po 1, 2, 5, 12 1 24 godzinach procesu
obrobki. Niezaleznie od stezenia H2O2 1 temperatury procesu warto$¢ kata zwilzania
zmniejszala si¢ w czasie trawienia wzgledem niemodyfikowanego nitinolu (65.5°). Zgodnie
z przewidywaniami najmniej stezony nadtlenek wodoru (10% H202) i najnizsza temperatura
(60°C) doprowadzily do najmniejszej zmiany wartosci kata zwilzania, mianowicie o ok. 17° po
24-godzinnym trawieniu. Natomiast najwigkszg zmiang¢ parametrow zwilzalno$ci powierzchni
wywolalo trawienie w 30% H202 w 60°C przez 24 godziny, dla ktorego wartos¢ kata zwilzania
wyniosta ca. 21°C. Powyzsze rezultaty, mimo wykorzystania w niniejszej pracy doktorskiej
mieszanin zawierajacych nadtlenek wodoru i podniesienia temperatury do 70°C, nie znajduja
potwierdzenia w zmianach parametru kata zwilzania nitinolu. Moze to by¢ zwigzane, jak juz
wspomniano, z obecnos$cig innych sktadowych mieszany trawigcej lub krotkim czasem procesu
(do 60 minut). Rowniez znacznie nizszg warto$¢ kata zwilzania (42.5°) uzyskat
D. Armitage, et al. [308] po elektropolerowaniu nitinolu w 30% HNO3z w Srodowisku metanolu

(z czasem obrobki 1 minuta, w temp. -30°C).

Trawienie powierzchni nitinolu, w opisanych powyzej pracach, prowadzito do uzyskania
powierzchni o charakterze bardziej hydrofilowym. Zupelnie odmienny wpltyw procesu
trawienia podtozy Ti uzyskal C. Elias, et al. [333], na drodze modyfikacji implantu
stomatologicznego w mieszaninie HCI/H2SOs4, uzyskujac kat zwilzania o wartosci 96.24°

(wobec 85.20° dla powierzchni niemodyfikowanej. Podobny wplyw, cho¢ w mniejszym
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stopniu, zaobserwowali G. Strnad, et al. [334], ktorzy wykorzystali t¢ samg mieszaning
jednomolowych kwaséw (stosunek obj. 1:1) do modyfikacji powierzchni stopu Ti6Al4V.
Warto$¢ kata zwilzania rosta wraz ze wzrastajacg temperaturg procesu (60°C, 80°C i 100°C),
ale rowniez zblizata si¢ do warto$ci (60.76°) dla niemodyfikowanego Ti6Al4V wraz
z wydluzeniem czasu obrobki (realizowanym przez 1, 3, 6, 12 i 24 godzin). Przyktadem moze
by¢ sze$ciogodzinne trawienie w mieszaninie o temperaturze 60°C i 80°C, dla ktorych

otrzymane warto$ci wynosity kolejno 61.46°1 67.89°.

Zestawione parametry kata zwilzania moga by¢ wykorzystane w kontekscie predykcji
wplywu powierzchni implantow na kontakt z komorkami, ale jednoczes$nie nie moga by¢
jedynym czynnikiem branym pod uwage, co podkreslajg M. R. Alexander i P. Williams [335].
Zatem warto zwroci¢ uwage na wigksza tendencje osteoblastow do przylaczania si¢ do
powierzchni o charakterze blizszym wilasciwo$ciom hydrofobowym (zwykle w zakresie od
76+95% [336,337], podczas gdy bakterie reprezentuja organizmy o wlasciwosciach
hydrofilowych, i w zwigzku z tym stronigce od powierzchni hydrofobowych
i superhydrofobowych [338]. W $wietle tych doniesien zmiana kata zwilzania wody dla
niemodyfikowanego nitinolu w kierunku wlasciwosci hydrofobowych, obserwowana dla
kazdej z modyfikacji, moze by¢ korzystna ale zarazem nie powinna by¢ decydujacym

parametrem w konteks$cie osteointegracji 1 antybakteryjnosci wszczepu.

Na podstawie wynikéw wartosci kata zwilzania, zgodnie z modelem Owensa-Wendta,
wyznaczono warto$ci energii powierzchniowej stopu niemodyfikowanego i po procesie
trawienia podlozy. Wartosci swobodnej energii powierzchniowej (ytot.), wraz z podziatem na

sktadowe energii polarnej (yp.) oraz rozproszonej (yd.), zestawiono na Rys. 9.12.
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Rys.9.12. Wartosci energii powierzchniowej dla stopu NiTi a) niemodyfikowanego oraz
modyfikowanego w mieszaninach b) CE_1, ¢) CE_2, d) CE_3 oraz e) CE_4 przez 15, 30 oraz 60 minut,
z podziatem na sktadowq polarng (kolor czerwony) i rozproszong (kolor zielony)

Warto$¢ catkowitej energii powierzchniowej niemodyfikowanego stopu NiTi (Rys. 9.12.a)
wynosi ok. 42.93 mJ/m? z czego sktadowa energii rozproszonej osigga warto$¢
ok. 29.72 mJ/m?, a energii polarnej ok. 13.21 mJ/m? Warto dodaé, ze sa to rezultaty
porownywalne do wartoéci prezentowanych w innych pracach, np. E. Tagkan, et al. [339]
(Yior. 43 mJ/m?). Modyfikacja powierzchni nitinolu w $rodowisku NHa/H20, (seria CE_1,
Rys. 9.12.b) przez 15 i 30 minut prowadzi do obnizenia warto$ci yit, co jest glownie
spowodowane zmniejszeniem wartosci skladowej polarnej. Natomiast godzinny proces obrobki
powoduje zwigkszenie czgsci rozproszonej energii, przy utrzymaniu sktadowej polarnej, co tez
jest charakterystyczne dla niemodyfikowanego stopu NiTi. Jednoczes$nie catkowita warto$¢
swobodnej energii powierzchniowej podioza modyfikowanego przez 1h charakteryzuje si¢
jedng z wyzszych warto$ci w calej serii prowadzonych modyfikacji, co jest zwigzane z niska

w stosunku do pozostatych modyfikacji warto$cig kata zwilzania.

Z kolei w przypadku modyfikacji stopu w $rodowisku H2SO4/H2O, (seria CE_2,

Rys. 9.12.b) warto$¢ swobodnej energii powierzchniowej sukcesywnie maleje wraz
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z wydtuzeniem czasu obrobki. Warto zwroci¢ uwage na fakt, ze obnizenie wartosci yiot. 0dbywa
si¢ gléwnie z powodu zmniejszajacej si¢ wartosci sktadowej polarnej energii, ktéra to na
kazdym etapie zmienia swojg wartos¢ niemal dwukrotnie. W rezultacie powierzchnia po
godzinnej modyfikacji charakteryzuje si¢ najnizsza wartoscig catkowitej energii
powierzchniowej oraz sktadowej polarnej sposrod wszystkich modyfikacji, odpowiednio

27.5342.73 mJ/m? oraz 24.91+2.06 mJ/m?.

W przypadku modyfikacji powierzchni w mieszaninie HCI/HNOz; (seria CE_3,
Rys. 9.12.d), wraz z wydluzeniem czasu trawienia do 30 minut, obserwuje si¢ obnizanie
warto$ci energii powierzchniowej. Podobnie jest to zwigzane ze zmiang sktadowej polarnej
energii, bez wigkszych zmian drugiej sktadowej. Godzinna modyfikacja charakteryzuje si¢
odmiennym trendem zmian, w ktérym przy nizszej wartosci yp. niz dla niemodyfikowanego
stopu warto$¢ yq. wzrasta z 29.72+0.62 mJ/m? do 36.78+0.7 mJ/m?, osiagajac sumarycznie

warto$¢ wyzsza od warto$ci catkowitej energii powierzchniowej dla niemodyfikowanego NiTi.

Wzrost warto$ci sktadowej dyspersyjnej energii powierzchniowej (yd.) wraz z wydtuzeniem
czasu obrobki rosnie rowniez po obrobce podlozy w mieszaninie NHa/H2O» (seria CE_4,
Rys. 9.12.e). Podczas, gdy sktadowe polarne nie wykazuja tych zmian, najwyzsza wartos¢

energii catkowitej cechuje si¢ stop po modyfikacji w czasie 30 minut.

Jak wiadomo, swobodna energia powierzchniowa jest jednym z parametrow, ktory wptywa
na adaptacje i proliferacje komoérek na powierzchni stopu. Badania przeprowadzone przez
V. M. Villapun Puzas, et al. [340] wskazuja na wpltyw nizszych warto$ci energii
powierzchniowej, ze szczegdlnym wskazaniem na niskg warto$¢ sktadowej polarnej, na
wzmozong proliferacje 1 adhezje komoérek w pierwszych godzinach kontaktu, przy
jednoczesnym ograniczeniu wzrostu bakterii na powierzchni stopu Ti6Al4V. W kontekscie
doniesien literaturowych parametry energii powierzchniowej, charakteryzujace si¢
najwigkszym potencjalem aplikacyjnym powierzchni, obserwuje si¢ dla modyfikacji

60-minutowej w mieszaninie H2SO4/H20: (seria CE_2).

Z punktu widzenia intencjonalnego wykorzystania procesu trawienia powierzchni nitinolu
w srodowisku chemicznym rezultaty badan opisanych w Rozdziale 9.1. prowadza do konkluz;ji
prowadzenia obrobki chemicznej w roztworze NHa/H.O» (CE_1) przez 30 minut
w temperaturze 70°C. Na dobor opisanych warunkoéw trawienia wskazuje niska agresywnos¢
roztworu w kontakcie z powierzchnig NiTi, ktora potwierdzily obserwacje powierzchni

technikami mikroskopii optycznej oraz skaningowej mikroskopii elektronowej. Powierzchnia
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po modyfikacji jest wolna od wzeré6w o znacznych rozmiarach 1 ubocznych produktow
trawienia. Ponadto badania topografii wskazuje na nanometryczng chropowatosc,
Ra ok.14.4 nm. Wspomniany parametr chropowato$ci wraz z warto$cia kata zwilzania (dla
wody) zblizong do wartosci charakterystycznych dla powierzchni hydrofobowych (ok. 83.6)
oraz stosunkowo niewielka wartoscia energii powierzchniowej (ok. 33.5 mJ/m?), wraz z niska
wartoscia sktadowej dyspersyjnej energii (yd. ok. 5.40 mJ/m?) moze wskazywac na potencjalnie
korzystny wptyw powierzchni na adhezj¢ 1 proliferacje komoérek oraz ograniczenie wzrostu
bakterii [310,311,335,336,338,340]. Ponadto, zaproponowane warunki procesu trawienia
pozwolity na wyeliminowanie wolnych form metalicznych Ti oraz Ni, co potwierdzita analiza

sktadu chemicznego powierzchni (XPS) oraz sktadu fazowego (XRD).

W rezultacie przyjeto, ze do dalszych prac eksperymentalnych, majac na uwadze sktad
fazowy i1 chemiczny powierzchni stopu po procesie trawienia, jak rdwniez inne badane
wlasciwo$ci powierzchni, bedzie wykorzystywana mieszanina 2.3% NH3/13.6% H2Oo.

Obrobke chemiczng podtozy NiTi nalezy prowadzi¢ przez 30 minut w temperaturze 70°C.
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9.2. Warstwy bionanokompozytowe na bazie chitozanu i wybranych

nanoczastek metali

W drugiej czgéci pracy zaprezentowano rezultaty w zakresie otrzymywania warstw
biopolimerowych z dodatkiem nanoczgstek ztota, srebra i miedzi oraz badan ich wiasciwosci
fizykochemicznych, korozyjnych 1 biologicznych. Zalozenia towarzyszace koncepcji
wytwarzania wspomnianych warstw opieraly si¢ na spelnieniu wymagan stawianym
biomateriatom dla zastosowania w ortopedii, mianowicie biokompatybilnosci pokry¢ oraz ich
dziataniu osteoindukcyjnemu wobec komorek tkanki kotnej (MG-63). Ponadto funkcjonalnos$¢
otrzymanych warstw miala prowadzi¢ do ich aktywno$ci antybakteryjnej poprzez
intencjonalny, kontrolowany system uwalniania nanoczastek metali oraz poprawe odpornosci

korozyjnej w warunkach symulowanego srodowiska organizmu.

Proponowane uktady warstw obejmowaly dwie koncepcje wytwarzania, pierwsza z nich
byla zwigzana z otrzymaniem warstw metodg immersyjng, z uprzednio przygotowanego
koloidu chitozanu z nanoczastkami wybranych metali (Au oraz Ag). Koncepcja ta
wykorzystuje redukcje chemiczng do przygotowania koloidu chitozanu, w ktorym
zdyspergowane sg nanoczastki. Depozycja warstw zatem nie prowadzi do kontrolowanego
lokowania nanoczastek (NPs) w matrycy biopolimeru. Rezultaty uzyskane z wykorzystaniem
tego podejscia sg w niniejszym rozdziale oznaczone jako CS@NPs, w ktorym pierwsza czes$¢
oznacza zastosowany biopolimer, natomiast znak ,,@” sygnalizuje losowe utozenie
nanoczastek w matrycy biopolimeru, bez wyraznej granicy pomi¢dzy strukturg biopolimeru,

a wystepujacymi w niej nanoczgstkami.

Druga z proponowanych koncepcji wykorzystang w pracy jest technika hybrydowa, faczaca
dwie metody, immersyjne otrzymywanie warstw biopolimeru oraz otrzymywanie nanoczastek
metali (Au, Ag, Cu) technika kondensacji w obecnosci gazu obojetnego (Inert Gas
Condensation - 1IGC). W tym przypadku warstwy skrajne stanowity struktury chitozanu,
pomiedzy ktérymi znajdowala si¢ warstwa nanoczastek wybranych metali. Precyzyjne
umiejscowienie nanoczastek w powtoce, kontrola ich rozmiaru 1 ilosci (grubos¢ pokrycia)
pozwalata na sformutowanie tezy odno$nie kontrolowanego ich uwalniania z otrzymanej
nanokompozytowej powtoki o strukturze warstwowej. Nomenklatura jaka oznaczono ten
rodzaj pokry¢ w pracy obejmuje warstwy biopolimeru CS, wraz z nanoczastkami (NPs), gdzie
ukos$nik (/) wskazuje na wystgpowanie granicy mie¢dzy poszczegdlnymi warstwami,

np. CS/NPs/CS.
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Pokrycia otrzymane z wykorzystaniem powyzszych technik na powierzchni nitinolu
scharakteryzowano pod katem sktadu chemicznego (EDS, FTIR) i fazowego (XRD),
obrazowania mikrostruktury (SEM, TEM), topografii powierzchni (AFM) oraz zwilzalnosSci
I warto$ci energii powierzchniowej. Z kolei testy odpornosci na korozje zostaty
przeprowadzone z wykorzystaniem woltamperometrii liniowej (LSV), pomiaru potencjatu
obwodu otwartego (OCP) oraz elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej (EIS). Badania
odpowiedzi biologicznej warstw w kontakcie z komérkami (MG-63) oraz bakteriami Gram+
S. aureus i Gram- E. coli zostaly przeprowadzone zgodnie z protokotami badan biologicznych
1 zaprezentowane na wykresach ilustrujacych odpowiednio przezywalno$¢ komorek lub
zahamowanie wzrostu bakterii. Ponadto ilos¢ uwalnianych jonéw pochodzacych z nanoczastek
o dziataniu antybakteryjnym zostata zweryfikowana z wykorzystaniem techniki spektrometrii

mas sprz¢zonej z plazma wzbudzang indukcyjnie (ICP-MS).

9.2.1. Morfologia nanoczastek wybranych metali

Ksztalt nanoczastek, ich ksztalt, rozmiar oraz rozktad w matrycy (dystrybucja), sg istotnymi
czynnikami wplywajacymi na ich wlasciwosci. Generalnie, zgodnie z danymi literaturowymi,
aktywnos¢ antybakteryjna wspomnianych nanomaterialtdow wzmaga si¢ wraz ze zmniejszeniem
ich $rednicy [341-343], czemu sprzyja tez mniejszy rozrzut charakterystycznego rozmiaru.
Prowadzone badania wskazuja, ze nanoczastki o ksztaltach zapewniajacych im mozliwie jak
najwigksze rozwinigcie powierzchni sg bardziej skuteczne w eradykacji bakterii [344,345].
Dodatkowo, specyficzne formy ksztattu nanoczgstek moga mie¢ takze wptyw na aktywno$é
antybakteryjno$cia, przyktadem moga by¢ te o strukturze nanogwiazdy, czyli nanoczastki
sferyczne zakonczone charakterystycznymi ostrymi igltami [346]. W ponizszym rozdziale
zaprezentowano wyniki badan w zakresie budowy morfologicznej nanoczastek
otrzymywanych metoda redukcji chemicznej (AuNPs, AgNPs) oraz tych uzyskanych
z wykorzystaniem techniki kondensacji w obecnosci gazu obojetnego (AuNPs, AgNPs,
CuNPs). Nanomaterialy te byty nastepnie wykorzystywane w kolejnych etapach otrzymywania

pokry¢ na powierzchni stopu NiTi.

9.2.1.1. Nanoczastki zlota

W tej cze$ci pracy w rozdziale 9.2.1.1.1. przedstawiono wyniki analizy morfologii

nanoczastek ztota stanowigcych koloid z chitozanem (CS@AuUNPs), uzyskanych metoda
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redukcji chemicznej. Natomiast w rozdziale 9.2.1.1.2. zaprezentowano rezultaty dotyczace
morfologii tych struktur otrzymanych w procesie IGC. Nanoczastki, w celu okreslenia rozktadu
ich wielko$ci, zostaly poddane obrazowaniu w trybie jasnego pola mikroskopii TEM,
pozwalajacej na pomiar odleglosci migdzyptaszczyznowych, jak réwniez w ciemnym polu
pozwalajagcym na analiz¢ chemiczng EDS. Dodatkowo dla koloidu przedstawiono widma

UV-vis, a dla otrzymanych nanoczastek wyniki analizy ze spektrometru masowego.

9.2.1.1.1. Koloid CS@AUNPs

Wyniki analizy morfologii i sktadu chemicznego koloidu oraz wartosci absorbancji
w zakresie §wiatta widzialnego z nanoczastkami ztota, otrzymanego w procesie redukcji kwasu
chloroztotowego (HAUCIls) w $rodowisku chitozanu (opis w Rozdziale 8.1.4.1.1.),

zaprezentowano na Rys. 9.13.
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Rys. 9.13. Analiza morfologii koloidu CS@AUNPS: a) obraz TEM w jasnym polu, wraz z zatgczonym
rozktadem wielkosci nanoczgstek, b) obraz TEM w wysokiej rozdzielczosci wraz z mapg odleglosci
miedzyplaszczyznowych, c¢) obraz TEM w ciemnym polu wraz z analizq chemiczng EDS oraz d) widmo
UV-vis.

Nanoczastki otrzymane w osnowie chitozanu prezentuja sferyczng morfologie budowy
(Rys. 9.13.a), obrazowanie sugeruje ich tendencje do laczenia si¢ w wieksze grupy, jednak nie
stanowi to o ich typowej agregacji, widoczne s3 bowiem niewielkie przerwy migdzy
poszczegdlnymi nanoczgstkami, co jest zapewne zwigzane z obecnoscig cienkiej warstwy
chitozanu w obrebie ich powierzchni. Rezultaty tych obserwacji znajduja potwierdzenie takze
w innych doniesieniach naukowych, przyktadem jest praca G. Mendoza, et al. [347], w ktorej
nanoczastki ztota réwniez tworzyly zagregowang strukture, jeszcze wickszg od tej

prezentowanej na Rys. 9.13.a. Jednak podobnie jak w przypadku prezentowanych wynikow
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obserwowano takze cienkg otoczke chitozanu, ktora oddzielata poszczegdlne nanoczastki ztota.
Na podstawie histogramu ilustrujacego rozktad charakterystycznego rozmiaru nanoczastek
ztota mozna stwierdzi¢, ze ich §rednica zmienia si¢ w zakresie od 7 do 45 nm, natomiast $redni
rozmiar nanoczastek wynosi $rednio 18.5 = 7.2 nm. Podobng warto$¢ sredniego rozmiaru
nanoczastek ztota (16 + 5 nm) uzyskat K. Kleszcz, et al. [348], ale zakres $rednic nanoczgstek
roznit sie od uzyskanego w pracy doktorskiej i wynosit 14+19 nm, na co mogt wptynaé
wykorzystany do syntezy chitozan. Na takg mozliwos¢ wskazuje rdwniez praca A. Regiel-
Futyra, et al. [349], prezentujgca roznice w morfologii nanoczgstek w zaleznosci od st¢zenia
prekursora ztota i masy czasteczkowej wykorzystanego chitozanu. Opisywane rezultaty
wskazuja na istotny wplyw masy czasteczkowej chitozanu i bardzo nieznaczny wplyw stgzenia

prekursora na warto$¢ $rednicy nanoczastek.

Obrazowanie koloidu przy uzyciu mikroskopu wysokiej rozdzielczosci pozwolito na
okreslenie (metodami matematycznymi) odlegtosci miedzyptaszczyznowych krystalitow
wlasciwych dla zlota. Na Rys. 9.13.b zaprezentowano obrazy TEM nanoczastek wraz
z zamarkowanymi na odpowiednie kolory obszarami, wilasciwymi dla odleglosci
miedzyptaszczyznowych, mianowicie 2.35A (kolor czerwony), 2.04A (kolor zielony), 1.23A
(kolor biaty), kolejno dla ptaszczyzn (111), (200) oraz (311) [350]. Analiza pozwolita na
stwierdzenie, ze otrzymane nanoczastki w obrebie koloidu moga wystgpowac zaréwno
w formie struktur monokrystalicznych, jak réwniez polikrystalicznych. Podobng budowe,
mieszaning nanoczastek mono- i polikrystalicznych AuNPs, otrzymanych w procesie ablacji
laserowej, obserwowat R. Torres-Mendieta, et al. [351].. Uzyskane wyniki wskazywaty na
wystepowanie charakterystycznych, dominujgcych ptaszczyzn dla tych struktur, mianowicie
(111) oraz (200), analogicznie do okreslonych na Rys. 9.13.b.

Przeprowadzona analiza EDS pozwolita na okreslenie sktadu chemicznego nanoczastek,
potwierdzita obecnos¢ ztota, wegla bedacego gldownym sktadnikiem chitozanu jak i obecnego
w formie cienkiej btonki wegla na powierzchni siateczki TEM i budujacych ja atomow miedzi.
Ponadto, zaraz po otrzymaniu koloidu, przeprowadzono pomiary absorbcji promieniowania
UV-vis (Rys. 9.13.d), ktore wskazuja na charakterystyczne dla nanoczastek ztota wzbudzenie

powierzchniowego rezonansu plazmonowego, dla wartosci dtugosci fali ok. 522 nm [352].
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9.2.11.2. Nanoczastki zlota wytworzone metoda 1GC

W tym przypadku, podobnie jak dla nanoczastek otrzymanych metodg redukcji chemiczne;,
rezultaty obserwacji morfologii oraz sktadu chemicznego koloidu z nanoczastkami ztota
otrzymanymi w procesie IGC, zobrazowano z wykorzystaniem mikroskopii TEM -
Rys. 9.14.a-c. Opis procesu kalibracji warunkdéw wspomnianego procesu oraz otrzymywania
nanoczastek przedstawiono w Rozdziale 8.1.4.1.2. Dodatkowo widmo masowe pomiaru

rozktadu wielkosci nanoczgstek in situ ilustruje Rys. 9.14.d.
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Rys. 9.14. Analiza morfologii nanoczgstek ztota otrzymanych metodg IGC: a) obraz TEM w jasnym
polu, wraz z zatgczonym rozkiadem wielkosci nanoczgstek, b) obraz TEM w wysokiej rozdzielczosci
wraz z mapq odleglosci miedzyplaszczyznowych, c) obraz TEM w ciemnym polu wraz z analizq
chemiczng EDS oraz d) widmo masowe — in Situ.
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W tym przypadku otrzymane nanoczastki (Rys. 9.14.a) cechuje rowniez w znacznej
wiekszosci budowa sferyczna, wyrdzni¢ jednak mozna niewielka ilo$¢ struktur o geometrii
elipsoidy. Srednica AuNPs zmienia si¢ w zakresie 2 + 7 nm, przy czym ich $redni rozmiar
wynosi 4.1 + 1.0 nm. Przyktadowo, nieznacznie wyzsze warto$ci rozktadu wielko$ci
nanoczastek ztota, mianowicie 4 = 10 nm (dla $redniej wartosci 6.46 += 0.02 nm),
otrzymywanych réwniez metoda IGC uzyskatl A. Saj, et al. [353]. Jednakze warto wspomniec,
ze ze wzgledu na duzg ilo$¢ zmiennych parametréw technologicznych w procesie wytwarzania
nanoczastek, ich rozmiary mogg by¢ rézne, migdzy innymi w zaleznosci od wykorzystanego

gazu do procesu kondensacji [354] oraz wartosci jego przeptywu (ci$nienia w reaktorze) [355].

Obserwacje z wykorzystaniem mikroskopii TEM (Rys. 9.14.b) wykazaly, ze rozktad faz
w obrebie utworzonych krystalitow obejmuje ptaszczyzne (111) (kolor czerwony, d=2.35A)
oraz plaszczyzne (200) (kolor zielony, d=2.04A). W przeciwienstwie do CS@AuNPs nie
stwierdzono w tym przypadku obecno$ci fazy krystalizujacej w ptaszczyznie (311). Warto
zwréci¢ uwage na obecno$¢ obydwu plaszczyzn we wszystkich nanoczastkach
zaprezentowanych na Rys. 9.14.b Polikrystaliczno$¢ nanomateriatdbw jest bowiem
charakterystyczna cechg materiatow otrzymywanych z wykorzystaniem techniki kondensacji
w obecnos$ci gazu obojetnego wykorzystujacej rozpylanie magnetronowe, co potwierdzili
w swoich pracach P. Grammatikopoulos [356] i X. Zhu [357]. Natomiast monokrystaliczne
nanoczgstki mozna osiaggnaé wykorzystujac te technike wzbudzajac atomy otrzymywanego
materiatu np. poprzez odparowanie go w warunkach prozniowych jak prezentuja A. Izadi
I R. Anthony [358].

Obserwacja tych struktur w ciemnym polu wraz z analiza skladu chemicznego
(Rys. 9.14.c) wskazuje na obecnos¢ duzej ilosci wegla (do ok. 73% wag.) i mniejszego udziatu
miedzi (do 10.7% wag.), stanowigcego uzyty materiat do preparatyki TEM. Obecnos¢ tlenu
(ok. 1.7% wag.) jest najprawdopodobniej zwigzana z utlenieniem miedzianej siateczki. Warto
w tym przypadku zwroci¢ uwage na brak mozliwosci pomiaru skladu chemicznego
w obrgbie pojedynczych struktur nanometrycznych, co byto mozliwe w przypadku koloidu
(CS@AuNPs) ze wzgledu na budowe analizowanych krystalitow tworzacych swego rodzaju
wieksze skupiska nanoczastek. W tym przypadku zastosowano analize usredniong, co
w rezultacie jest powodem wysokiego udziatu pozostalych pierwiastkow (przy niewielkiej
ilosci ztota, 14.2% wag.). Dodatkowo na Rys. 9.14.d zamieszczono widmo masowe dla
uzyskanych nanoczastek Au w reaktorze IGC. Warto$¢ srednia charakterystycznego rozktadu

wielkos$ci nanoczastek (uzyskane w pomiarach in situ, 2+5 nm) jest zbiezna z warto$ciami
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prezentowanymi na histogramie, bedacymi rezultatem badan przy uzyciu transmisyjnej

mikroskopii elektronowe;j.

9.2.1.2. Nanoczastki srebra

Dla wspomnianych nanomateriatow, morfologia, rozktad wielkosci nanoczastek Ag oraz
sktadzie chemicznym badanych struktur, otrzymanych na drodze redukcji (CS@AgNPs) oraz
w procesie kondensacji w obecnosci gazu obojetnego zaprezentowano kolejno
w rozdziatach 9.2.1.2.1. oraz 9.2.1.2.2. Otrzymane nanomateriaty, podobnie jak nanoczastki
zlota opisane w rozdziale 9.2.1.1., poddano obrazowaniu w jasnym polu mikroskopu TEM, co
pozwolito na okreslenie rozktadu ich rozmiarow, w dalszej kolejnosci badan faz stanowigcych
wspomniane nanoczgstki jak i analizie chemicznej. Badania powierzchniowego rezonansu
plazmonicznego nanoczastek w postaci koloidu (CS@AgNPs) zmierzono z wykorzystaniem
spektrometru UV-vis, natomiast do okreslenia rozktadu wielko$ci nanoczastek, co pozwolito
w trakcie procesu IGC kontrolowaé pomiary tych struktur (AgNPs), wykorzystano spektrometr

masowy — pomiary in situ.

9.21.2.1. Koloid CS@AgNPs

Analogicznie do wynikow przedstawionych w Rozdziale 9.2.1.1.1., koloid CS@AgNPs,
powstaty wyniku redukcji azotanu srebra kwasem askorbinowym w obecnosci chitozanu
(Rozdziat 8.1.4.1.2.), poddano analizie budowy morfologicznej, sktadu chemicznego oraz

pomiarom absorbancji w $wietle UV-vis, wyniki zaprezentowano na Rys. 9.15.
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Rys. 9.15. Analiza morfologii koloidu CS@AgNPs: a) obraz TEM w jasnym polu, wraz z zatgczonym
rozktadem wielkosci nanoczgstek, b) obraz TEM w wysokiej rozdzielczosci wraz z mapg odleglosci
miedzyplaszczyznowych, c¢) obraz TEM w ciemnym polu wraz z analizq chemiczng EDS oraz d) widmo
UV-vis.

Nanoczastki srebra wytworzone wspomniang metoda redukcji cechuje sferyczny ksztatt
(Rys. 9.15.a) jednak, w przeciwienstwie do nanoczastek zlota otrzymanych tg metoda (patrz
Rodz. 9.2.1.1.1., Rys. 9.13.), nie wykazujg one tendencji to tworzenia skupisk 1 aglomeratow.
Srednice wspomnianych nanostruktur w CS@AgNPs mieszcza si¢ w zakresie 5+27 nm,
a $rednia warto$¢ ich rozmiaré6w wynosi ok. 10.5 = 6.8 nm. Analiza danych wskazuje na
wyréznienie w prezentowanym rozktadzie zakresu od 1 nm do 4 nm, dotyczy on jednak
stosunkowo niewielkich agregatéw zbudowanych =z bardzo matych nanoczastek.

Najprawdopodobniej jest to zwigzane z faktem, iz czg$¢ z nich osigga po procesie nukleacji
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mniejsze rozmiary (w zakresie ok. 1 +~4 nm), co moze wynikac z krotszego czasu ich wzrostu,
pézniejszej fazy inicjacji tego procesu lub przerwanego procesu dojrzewania zarodkéw je
tworzacych. Na takie zachowanie moze wskazywa¢ mechanizm procesu wzrostu nanoczastek
opisany (na przyktadzie nanoczgstek Pt) przez J. Quinson i K. Jensen [359]. Na powyzszy
mechanizm wskazuje rOwniez praca A. Regiel-Futyra, et al. [360], mianowicie w przypadku
najwyzszego stezenia prekursora srebra (ok. 10 mM) nastepuje formowanie nanoczastek
o $rednim rozmiarze 5.5+1.1 nm, co widoczne jest na otrzymanych w publikacji fotografiach
TEM. Pozostale nanoczastki z zakresu 5+27 nm tworza wtasciwe morfologicznie struktury
charakterystyczne dla tych nanomaterialéw. Wplyw na taki przebieg reakcji mogly miec
warunki prowadzonego procesu technologicznego, w tym wartos¢ pH lub natlenienie
wykorzystanych roztworow [361]. Wyniki analizy chemicznej (Rys. 9.15.c) wskazuja, ze poza
obecnoscig oczekiwanego srebra, obecna jest tez niewielka ilo$¢ tlenu. Nanoczastki srebra maja
bowiem tendencj¢ do tworzenia tlenkdéw tego pierwiastka w kontakcie z powietrzem lub
natlenionym roztworem [362], dlatego tez w przypadku tych struktur (AgNPs) czgsto
zabezpiecza si¢ ich powierzchnie, np. poprzez otrzymywanie powtok lipidowych, tworzacych

w rezultacie struktury typu core-shell [363].

Na obecno$¢ faz tlenkowych wskazuje réwniez mapa obrazujaca odleglosci
miedzyplaszczyznowe - Rys. 9.15.b, wyrézniono miedzy innymi krystality tlenku srebra(I)
krystalizujace w plaszczyznie (111) (kolor niebieski, d=2.75A) oraz (311) (kolor bialy,
d=1.44A). Polikrystaliczne nanoczastki srebra zawierajg jednak w znacznej przewadze
krystality srebra metalicznego, na ktore wskazuja odlegtoéci miedzyptaszczyznowe 2.34A
(kolor czerwony) oraz 2.04A (kolor zielony), krystalizaujace w ptaszczyznach odpowiednio
(111) i (200) [364,365]. Nie bez znaczenia jest rowniez utozenie krystalitow widocznych na
Rys. 9.15.b, ktore koresponduje z zaproponowanym przez V. Sundaresan, et al. [366]
mechanizmem utleniania asymetrycznego nanoczastek srebra. Potwierdzeniem uzyskania
AgNPs po syntezie w koloidzie jest rowniez widmo UV-VIS (Rys. 9.15.d) z maksimum pasma
w pozycji 424 nm, co jest charakterystyczne dla tych struktur [367].

9.21.2.2. Nanoczastki srebra otrzymane metoda IGC

Otrzymane w procesie rozpylania magnetronowego i1 kondensacji w obecnosci gazu
obojetnego nanoczastki srebra (Rozdziat 8.1.4.2.3.) scharakteryzowano zgodnie

z wczesniej przyjeta procedurg badawczg. Rezultaty tych analiz zaprezentowano na Rys. 9.16.
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Rys. 9.16. Analiza morfologii nanoczqgstek srebra otrzymanych metodq IGC: a) obraz TEM w jasnym
polu, wraz z zatgczonym rozktadem wielkosci nanoczgstek, b) obraz TEM w wysokiej rozdzielczosci
wraz z mapg odlegltosci miedzyplaszczyznowych, c) obraz TEM w ciemnym polu wraz z analizq
chemiczng EDS oraz d) widmo masowe — in Situ.

Uzyskane rezultaty wskazuja, ze dluzsze czasy procesu IGC (np. 60 minut) prowadza do
otrzymania nanoczastek o nieregularnych ksztattach (Rys. 9.16.a), co najprawdopodobniej
wynika z procesow wzrostu zarodkow i ich koalescencji [368]. Dla porownania na Rys. 9.17
przedstawiono obraz TEM ilustrujgcy morfologie nanoczastek otrzymanych w takich samych

warunkach prowadzonego procesu, ale ze czasem depozycji 20 minut.
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Rys. 9.17. Analiza morfologii nanoczgstek srebra otrzymanych w procesie 20-minutowym metodg IGC:
a) obraz TEM w jasnym polu, wraz z zalgczonym rozktadem wielkosci nanoczgstek, b) obraz TEM
w wysokiej rozdzielczosci.

Ksztalt wspomnianych nanoczastek srebra (otrzymywanych przez 20 minut, Rys. 9.17.a-b)
jest sferyczny, podobnie jak niektérych z nanoczastek zaprezentowanych na Rys. 9.16.a.
W przypadku godzinnego procesu (Rys. 9.16.a) rozktad wielkosci nanoczastek cechuja dwa
zakresy, pierwszy z nich obejmuje wartosci od 5 do 15 nm, natomiast drugi (charakterystyczny
dla struktur formujacych wigksze struktury) od 15 do 45 nm. Sredni rozmiar nanoczastek
wynosi 20.5 £ 9.6 nm, dla poréwnania nanoczastki otrzymanie w czasie 20 minut (Rys. 9.17.a)
cechuje $rednica 4.1+ 1.0 nm i znacznie mniejszy rozrzut rozmiaréw (27 nm). Aanliza danych
literaturowych wskazuje, ze w znacznej wiekszos$ci otrzymywane nanoczastki, przyktadowo
przez M. Cruz, et al. [369], U. Backman, et al. [370] i V. Popok, et al. [371], majg rozmiary
($rednice) w zakresie odpowiednio 2+5 nm, 3+11 nm 1 4+11 nm, zatem o zblizonych
warto$ciach dla prowadzonego procesu 20-minutowego w tej pracy. Jednakze J. Kratochvil,
et al. [368] uzyskat AgNPs (rowniez na drodze otrzymywania nanoczgstek metoda IGC)
zblizone iloscig oraz wykazujace tendencja do agregacji w warunkach cis$nienia w komorze
agregacji wyzszego o dwa rzedy (5060 Pa) wzgledem warunkéw syntezy zastosowanych
w tej pracy doktorskiej.

Analiza chemiczna otrzymanych struktur (Rys. 9.16.c) wyrdznia w ich sktadzie srebro
(53.4% wag.) jak 1 tlen (1.0% wag.). Nanoczastki cechuje polikrystaliczna budowa
(Rys. 9.16.b), obejmuje krystality srebra metalicznego oraz tlenku srebra(l). Fazy Ag.O
zidentyfikowano na podstawie odleglosci miedzyptaszczyznowych 1.37A (kolor zotty) oraz
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1.44A (kolor bialy), ktore sa charakterystyczne dla plaszczyzn krystalizacji, odpowiednio (222)
oraz (311). Natomiast srebro metaliczne, podobnie jak w przypadku CS@AQgNPs,
reprezentowane bylo przez plaszczyzny (111) (kolor czerwony, d=2.34A) i (200) (kolor
zielony, d=2.04A) [364,365]. W przeciwienstwie do nanoczastek srebra otrzymanych metoda
redukcji chemicznej (patrz Rozdz. 9.2.1.2.1., Rys. 9.15.b), ktérych mechanizm utleniania miat
charakter asymetryczny (V. Sundaresan, et al. [366]), nanoczastki syntezowane metoda
kondensacji w obecno$ci gazu obojetnego wykazuja symetryczny mechanizm utleniania, na co
wskazuje przewaga tlenkow w strukturze nanoczastek oraz ich symetryczne roztozenie. Na
podstawie badan z wykorzystaniem spektrometru masowego (badania in situ) stwierdzono, ze
$rednica otrzymywanych nanoczastek wynosita od 1 do 7 nm, z maksimum w ok. 3 nm.
Rezultaty te wskazuja na niezaburzony proces otrzymywania nanoczastek w kontekscie ich
rozmiardéw, ktore odpowiadajg zakresowi Srednic nanoczastek procesu prowadzonego przez
20 minut (Rys. 9.17), podczas gdy proces byl prowadzony przez godzing. Potwierdza to
stabilnos$¢ procesu otrzymywania, ale moze wskazywac na agregacje nanoczastek juz w strefie
depozycji (na podtozu) w przypadku godzinnego procesu otrzymywania. Dodatkowym
czynnikiem mogacym wptywaé na morfologi¢ AgNPs otrzymywanych w godzinnym procesie

sg mechanizmy oksydacyjne nastgpujace juz poza systemem proézniowym.

9.2.1.3. Nanoczastki miedzi

W przypadku nanoczastek miedzi zostaly one otrzymane jedynie metoda kondensacji
w gazie obojetnym na drodze rozpylania magnetronowego z wykorzystaniem katody Cu.
Analiz¢ TEM CuNPs wykonano z wykorzystaniem ztotej siateczki TEM, na ktorg to naniesiono
nanoczastki miedzi, zgodnie z warunkami procesu otrzymywania nanoczastek opisanymi
w Rozdziale 8.1.4.2.4. Na Rys. 9.18.a zilustrowano widmo masowe przedstawiajace

dystrybucje nanoczastek miedzi (pomiar w warunkach in situ).
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Rys.9. 18. Analiza morfologii nanoczgstek miedzi otrzymanych metodq IGC: a) obraz TEM w jasnym
polu, wraz z zatgczonym rozktadem wielkosci nanoczgstek, b) obraz TEM w wysokiej rozdzielczosci
wraz z mapq odleglosci miedzyplaszczyznowych, ¢) obraz TEM w ciemnym polu wraz z analizqg
chemiczng EDS oraz d) widmo masowe — in sSitu.

We wspomnianym procesie IGC otrzymano nanoczastki miedzi o wzglednie niewielkich
rozmiarach, srednicy w zakresie 3+7 nm, i $rednig wartoscig 5.4+0.8 nm (Rys. 9.18.a). Podobne
parametry CuNPs, otrzymanych z wykorzystaniem analogicznej aparatury, uzyskata
M. Gracia-Pinilla, et al. [372], mianowicie $rednicy w zakresie od 2 do 10 nm, ze $Srednig
srednicg 5.5£0.7 nm. Nanoczastki cechowatl sferyczny ksztalt 1 tendencja do tworzenia
niewielkich agregatow, co mozna réwniez zaobserwowa¢ na Rys. 9.18.b. Obecno$¢ miedzi
metalicznej potwierdzaja badania odleglosci miedzyptaszczyznowej 1.80A (kolor zielony),

odpowiadajacej ptaszczyznie krystalizacji (200) [373-375]. W znacznie mniejszej iloSci
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wystepuje faza tlenku miedzi(I), ktora odpowiada plaszczyznie krystalizacji (220) (kolor
zielony, d=1.51A) [376,377]. Analiza rozktadu wspomnianych faz ukazuje poczatek procesu
utleniania nanoczastek metalicznych zgodnie z efektami Cabrera-Mott’a i Kirkendalla [378],
ale dla potwierdzenia tej hipotezy koniecznym byloby wykonanie dodatkowo bardziej
szczegblowej analizy skladu chemicznego, mianowicie w obrebie jednej odseparowanej
nanoczgstki. Badania analizowanego mikroobszaru (Rys. 9.18.c) wskazuja m. in. na obecnos¢
34.68% wag. miedzi oraz 7.07% wag. tlenu, co potwierdza wystepowanie wspomnianych faz.
Analiza widma masowego (pomiar in situ) pozwolita na okresleniec rozrzutu wielko$ci
otrzymywanych nanoczgstek Cu na powierzchni chitozanu, $rednica ta wynosita od 1 do 6 nm,
z maksimum w okolicach wartosci 3 nm. Warto doda¢, ze wynik ten jest nieco odmienny od
rezultatow uzyskanych z wykorzystaniem analizy TEM (3 + 8 nm) i moze wynikaé
z dojrzewania nanoczastek juz na podlozu Ilub utlenienia nanoczastek w kontakcie

Z powietrzem.

Zaprezentowane powyzej rezultaty syntezy nanoczastek ztota, srebra oraz miedzi wskazuja
na skuteczno$¢ wykorzystania obydwu metod otrzymywania. Zaréwno redukcja chemiczna
prowadzaca do uzyskania koloidéw na bazie biopolimeru z nanoczastkami metalicznymi, jak
rowniez proces na drodze rozpylania magnetronowego z kondensacja w atmosferze gazu
obojetnego w atmosferze prozni. Nanoczastki otrzymane pierwsza z metod majg wyraznie
wigksze $rednice, mianowicie AuNPs - 18.5 = 7.2 nm i1 AgNPs - 10.5 £ 6.8, podczas, gdy
rozpylane nanoczastki charakteryzuja si¢ $rednicami: AuNPs - 4.1 £ 1.0 nm, AgNPs -
20.5 £ 9.6 nm oraz CuNPs - 5.4 + 0.8 nm. Ponadto, nanoczastki otrzymane tymi dwoma
metodami r6znig si¢ nieznacznie w zakresie wystepujacych w nich faz krystalicznych metali
11ich tlenkow, warto rowniez zwrdci¢ uwage na rézne mechanizmy korozji nanoczastek srebra.
Opisana w powyzszych rozdzialach morfologia oraz sktad fazowy niewatpliwie wptywaja na
aktywnos$¢ biologiczng nanoczastek w uktadzie z chitozanem, dlatego w dalszych rozdziatach
pracy przedstawiono charakterystyke fizykochemiczng 1 wybrane wlasciwosci uzytkowe

warstw na bazie przedstawionych powyzej koloidow oraz nanoczastek metali.
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9.2.2. Mikrostruktura otrzymanych warstw

Powtloki na bazie chitozanu sg bardzo szeroko wykorzystywane ze wzgledu na zdolnos¢
zelowania oraz mozliwo$¢ tworzenia cienkich struktur warstwowych, rowniez w ukladzie
warstwa po warstwie (LBL, ang. layer-by-layer) z innymi polimerami. Otrzymywane powtoki
mozna podzieli¢ na dwa rodzaje, warstwy nanoszone na podtoza oraz folie mogace stanowic
osobne materialty po delaminacji [379]. Pokrycia chitozanowe, niezaleznie od ich rodzaju,
moga shuzy¢ np. jako rusztowania komorkowe, hydrozele lub systemy dostarczania lekow,
a w zaleznosci od ich funkcji morfologia ich powierzchni powinna by¢ dostosowana do
przeznaczenia [380]. Przyktadem moze by¢ praca G. Wang, et al. [381], w ktorej okreslono
wplyw chitozanu o ro6znej budowie na réznicowanie i proliferacje komorek macierzystych
tkanki nerwowej (NSC, ang. Neural Stem Cell). Wytworzone materialy na bazie chitozanu
miaty budowe folii, porowatego rusztowania oraz przewodu mikrotubulowego. Rezultaty
badan wykazaly, ze najskuteczniej proliferacje komorek wspierata folia chitozanowa
(obserwowano dwukrotnie wigcej komoérek niz w przypadku pozostatych morfologii).
Natomiast najskuteczniejsze réznicowanie neurondw zapewniat chitozan 0 budowie przewodu

mikrotubulowego.

Zaprezentowane w pracy doktorskiej warstwy na bazie chitozanu przeznaczone sg do
pokrywania materialow metalicznych, docelowo do zastosowan w implantach ortopedycznych.
Wymagania stawiane morfologii powlok dla wspominanych aplikacji bazuja gléwnie na
zapewnieniu biozgodnosci z tkankg kostng, a zatem cigglosci niecytotoksycznego pokrycia oraz
warunkow pozwalajacych na proliferacje komoérek, wiec relatywnie homogenicznego obszaru
bez znaczacych nieréwnosci lub struktur utrudniajacych przezycie komorek np. ostrych
struktur, ktore moglyby uszkadza¢ btong i Sciang komorkowa [382]. Warstwy tego typu
powinny réwniez charakteryzowa¢ si¢ odpornoscia na korozje w Srodowisku plynow

ustrojowych organizmu, czemu bez watpienia sprzyja zachowanie cigglosci warstwy [383].

W niniejszej pracy zmiany morfologii powierzchni nitinolu, po funkcjonalizacji powlokami
na bazie chitozanu (CS) niemodyfikowanego oraz modyfikowanego nanoczastkami Au, Ag
i Cu, okre§lono na podstawie badan z wykorzystaniem mikroskopii SEM. Wyniki te

zaprezentowano na Rys. 9.19.
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Rys. 9.19. Obrazy SEM powierzchni stopu NiTi z powlokami na bazie chitozanu (CS):
a) niemodyfikowanego; modyfikowanego koloidami: b) CS@AgNPs i ¢) CS@AUNPS oraz otrzymanych
metodg hybrydowq: d) CS/CuNPs/CS, e) CS/AgNPs/CS i f) CS/AuNPs/CS.

Testowane podloza NiTi, niezaleznie od zastosowanej modyfikacji, s3 rownomiernie
pokryte powtokami na bazie chitozanu. W badanych mikroobszarach nie stwierdzono miejsc
delaminacji warstw jak i defektow budowy pokry¢ na powierzchni. Warstwy chitozanu
(Rys. 9.19.a) oraz uktady warstwowe (Rys. 9.19.d-f), ktorych zewngtrzng warstwe stanowit
chitozan, posiadaja typowa dla niego amorficzng budowe opisywang w literaturze naukowej,
w tym na powierzchni Ti [384], stopu Ti6AI7Nb [348] oraz NiTi [229,385]. Niemniej jednak
na powierzchni otrzymanych warstw na bazie koloidéw mozna zaobserwowac bardziej
zréznicowane mikroobszary, wyrazniejsze dla CS@AgNPs (Rys.9.19.b) oraz nieliczne dla
CS@AuUNPs (Rys.9.19.c), stanowigce nanoczastki metali wykorzystywanych w danej
modyfikacji. Obserwacje te w zakresie obecno$ci nanoczastek srebra na powierzchni
potwierdzajg badania K. Yan, et al. [386]. Obrazujg one multiwarstwowg strukture chitozanu
z nanoczastkami srebra, uzyskang elektrochemicznie metoda przyrostu warstw o strukturze
analogicznej do uktadu stoi drzewa, ktorej aktywnos$¢ antybakteryjna zalezy od ilosci
uwalnianych jonéw srebra kontrolowanego przez odpowiednia warto$¢ pH. Mechanizm
uwalniania czynnika pod wptywem odpowiedniego pH jest istotnym narzedziem dostarczania
terapeutyku do obszaru organizmu o wlasciwym odczynie, w przypadku przywotanej pracy
najszybsze uwalnianie miato miejsce dla wartosci pH 1.2, ktore jest bliskie wartosci odczynu

w zotadku [387]. Przyktadoow inna praca, autorstwa N. Nontipichet, et al. [388], prezentuje

136



morfologi¢ warstw chitozanu z nanoczastkami zlota aplikowang na nanorurki weglowe

wzbogacone bigkitem pruskim do zastosowan w biosensoryce.

Podsumowujac, morfologia uzyskanych warstw na bazie chitozanu i nanoczastek metali
wskazuje na uzyskanie ciaglych struktur, nie wykazujacych delaminacji wzglgdem podtoza
stopowego. Zgodnie z przewidywaniem pokrycia, ktorych zewngtrzng warstwa jest chitozan
nie wykazywaly znaczacych roznic miedzy soba, natomiast w warstwach otrzymanych
z koloidow widoczne sg na powierzchni nanoczgstki, co potwierdza ich losowa dyspersje
w calej objetosci warstwy. Otrzymane struktury wskazujg na spetnienie wymagan stawianych
warstwom wykorzystywanym w bioinzynierii w zakresie morfologii powierzchni, co pozwala
na ich dalsza charakterystyke w zakresie analizy topografii powierzchni, zaprezentowanej

w kolejnym rozdziale.

9.2.3. Topografia i chropowatos$¢ otrzymanych warstw

Budowa powierzchni implantu, w tym parametry chropowatosci i falistosci powierzchni,
odgrywaja istotng role w adhezji i proliferacji komoérek, co w konsekwencji prowadzi do
adaptacji wszczepu w organizmie pacjenta. Przyktadowe badania przeprowadzone przez
O. Andrukhov, et al. [389] poréwnujg pod tym wzgledem (rdznej chropowatosci podtoza)
proliferacje oraz roznicowanie komoérek MG-63, bedacych komoérkami kostniako-migsaka
posiadajacymi fenotyp osteoblastow, ktore sg stosowanym modelem komoérek kostnych
w badaniach in vitro. Najwiecej namnozonych komérek MG-63 (po 2, 5 i 9 dniach inkubacji)
obserwowano na powierzchni najmniej chropowatego podtoza tytanowego (Ra, 0.05+£0.01 pum;
Rg, 0.06+0.01 pm), natomiast réznicowanie komodrek sprzyjajace osteogenezie byto najbardziej
efektywne na podtozu o wartosci 1.19 + 0.24 um (Ra) i 1.46+0.31 um (Rq). Warto jednak
podkresli¢, ze chropowato$¢ powierzchni nie jest jedynym czynnikiem wplywajacym na

zachowanie komorek na powierzchni warstwy.

Dodatkowo chropowato$¢ modyfikowanej powierzchni w przypadku otrzymywania pokry¢
warstwowych jest takze istotnym parametrem w kontek$cie ograniczenia adhezji bakterii.
Rezultaty badan opisanych przez S. Jang, et al. [311] wskazuja na istotnie mniejszy przyrost
biofilmu (na bazie bakterii S. aureus i E. coli) na powierzchni cechujacej si¢ wartoscia
Ra w zakresie 20 + 30 nm. Uzyskanie zatem chropowato$ci powierzchni implantu w skali
nanometrycznej moze by¢ szczegdlnie istotne nie tylko z punktu widzenia adaptacji implantu,

ale rowniez bezpieczenstwa jego stosowania.
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W niniejszej pracy doktorskiej topografi¢ powierzchni otrzymanych struktur na bazie
chitozanu, w tym z dodatkiem nanoczastek, okreslono z wykorzystaniem mikroskopu sit
atomowych. Obrazy AFM zestawiono z dwoch obszarow, 20 x 20 um i 5 x 5 um, dla tych
ostatnich wyznaczono $rednie warto$ci parametrow chropowatosci powierzchni — mianowicie

Ra oraz Rq (Rys. 9.20).

Chitozan (CS) CS@AgNPs CS@AuNPs
a) b) c)

10
5

nm R,=26.3£5.6 nm R
nm R(=32.5:6.3 nm R

4.4%13.4 nm
8.8%15.6 nm

CS/AgNPs/CS

=39.8%13.7 nm
=50.3£15.9 nm

Rys. 9.20. Obrazy AFM powierzchni powltok na bazie chitozanu (CS): a) niemodyfikowanego oraz
modyfikowanego b) koloidem CS@AgNPs, c¢) koloidem CS@AuNPs jak i otrzymanych metodq
hybrydowg w ukladzie d) CS/CuNPs/CS, e¢) CS/AgNPs/CS i f) CS/AuNPs/CS. Pod obrazami AFM
podano srednie wartosci parametréw Ra i Rq, na podstawie analizy z pieciu obszaréw 0 rozmiarze
S5x5 um.

Badania chropowato$ci powierzchni probek wskazuja na pewne réznice w ich profilu,
w zalezno$ci od rodzaju zastosowanej modyfikacji (otrzymanej powtoki). Warto jednak
zaznaczy¢, Ze zmiany te nie s3 znaczne, a wartosci te zmieniajg si¢ w skali nanometryczne;.
Najwyzszg chropowatoscig charakteryzuje si¢ warstwa CS (Rys. 9.20.a), Rai Rq odpowiednio
ca. 57.7 nmi ca. 73.0 nm. Wartos¢ ta jest dos¢ wysoka w porownaniu z chropowatoscia (Ra)
warstw chitozanu otrzymanych na podlozu Ti6Al7Nb (ca. 18 nm) [390] oraz krzemie
(ca. 1 nm) [391], ale w literaturze mozna znalez¢ takze wyzsze warto$ci chropowatos$ci warstw
chitozanu, np. réwniez na Ti6A17Nb (ca. 87 nm) [348]. Roznice w tych wartosciach wynikaja

niejednokrotnie z faktu stosowania réznych technik nanoszenia warstw oraz warunkow
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procesow technologicznych, ktore zostaly zastosowane podczas suszenia warstw. Nie bez
znaczenia jest rowniez budowa 1 warto§¢ charakterystycznych parametréow dla

modyfikowanych podlozy, jeszcze przed procesami depozycji struktur.

Jedna z bardziej istotnych zmian chropowato$ci wyrdznia wptyw otrzymanych nanoczastek
srebra (CS@AgNPs, Rys. 9.20.b) w strukturze chitozanu, co skutkuje ponad dwukrotnie nizsza
wartoscig Ra I Rq (odpowiednio 26.3 nm i 32.5 nm) wzgledem wartosci zarejestrowanych dla
niemodyfikowanej struktury chitozanu (Rys. 9.20.a). Zmian tych nie obserwuje si¢
przyktadowo w pracy K. Kleszcz, et al. [348], w ktorej poddano modyfikacji powierzchnie
stopu Ti6AI7NDb z otrzymaniem chitozanu oraz na bazie koloidu CS z AgNPs. W obydwu
seriach eksperymentalnych warto§¢ parametru Ra byla na zblizonym poziomie i wyniosta
ca. 80 nm. Rdznice te moga wynika¢ z innej warto$ci chropowatosci podtozy, na ktorych
otrzymywane byly warstwy. W innej pracy C. Garcia-Cabezon, et al. [392] opisuje warstwy
chitozanu z nanoczgstkami srebra na powierzchni porowatego tytanu, otrzymane metoda
elektrodepozycji, ktore cechujg si¢ parametrami chropowatosci (Ra i Rg), odpowiednio na
poziomie 11.12 nm i 13.42 nm. Wptyw na tak niska warto$¢ chropowatosci miata niewatpliwie

metoda, ktora stymuluje wzrost wysoce uporzadkowanych warstw.

W niniejszej pracy, w przypadku modyfikacji z otrzymaniem CS@AUNPs (Rys. 9.20.c)
powierzchnia wykazuje porownywalne parametry jak warstwa CS. Nizsze wartosci Ra i Rq sa
obserwowane réwniez dla modyfikacji stopu z otrzymaniem struktury o budowie
wielowarstwowej, z zewnetrzng warstwg chitozanu (CS/AuNPs/CS, CS/AgNPs/CS,
CS/CuNPs/CS). Dla serii stopéw z otrzymang warstwg posrednig, ktora stanowity nanoczastki
zlota, srebra 1 miedzi (Rys. 9.20.d-f) nastgpuje spadek warto$ci parametrow chropowatosci
wzgledem powierzchni niemodyfikowanego chitozanu, mianowicie Ra o ok. 20 nm,
a przypadku Rq 0 ok. 23+30 nm. Na zaobserwowang zmiang¢ chropowato$ci moze wpltywaé
tzw. dziedziczenie (odwzorowanie) topografii po warstwie chitozanu z naniesionymi
nanoczgstkami, ktére mogty uzupeti¢ (wypehic) obszary odbiegajace od $redniej wysokosci
warstwy chitozanu. Przykltadem moze by¢ wpltyw kwasu hialuronowego na powierzchnig
chitozanu w procesie naktadania warstw metoda layer-by-layer, ktorg realizowano w rdznych

warunkach pH w pracy J. Hernandez-Montelongo, et al. [393].

Reasumujac, topografia powierzchni uzyskanych warstw nie wykazuje znacznych roéznic
miedzy poszczegblnymi seriami eksperymentalnymi, osiggajac wartoéci parametry Raz zakresu
26.3 + 57.7 nm. Jednakze nawigzujac do przywotanych we wstepie badan dotyczacych wplywu
chropowato$ci warstwy na proliferacje i roznicowanie komorek w typie osteoblastow (MG-63)
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[389], nanometryczne wartosci charakterystycznych parametrow chropowatosci badanych
struktur pozwalaja przypuszczac, ze beda si¢ one cechowaé dobrymi warunkami do proliferacji
komorek na powierzchni wszczepoéw. Z drugiej strony, ze wzgledu na zbyt niskg wartos¢
parametrow Ra i Rg, ograniczona moze by¢ osteogeneza, poniewaz zmierzone parametry Ra sg
srednio o ok. dwa rzgdy wartosci za niskie. Warto jednak zauwazy¢, ze warstwy na bazie CS
podlegaja biodegradacji, co w rezultacie z czasem bedzie wptywa¢ na zmiane topografii
powierzchni implantu, prawdopodobnie zwigkszajac ich chropowato$¢. Niewatpliwie wplyw
degradacji otrzymanych pokry¢ na zmiany chropowatosci jest zagadnieniem, ktoére warto
rozwing¢ w dalszych pracach badawczych. Z drugiej strony chropowato$¢ powierzchni
modyfikowanej warstwg CS@AgNPs zawiera si¢ w zakresie Ra od 20 do 30 nm, okre$lonym
jako wartos¢ ograniczajaca wzrost biofilmu bakterii S. aureus i E. coli [311]. Warto réwniez
zauwazyC, ze parametry Ra warstw uzyskanych metoda hybrydowa (CS/AuNPs/CS,
CS/AgNPs/CS, CS/CuNPs/CS) charakteryzuja si¢ warto$ciami zblizonymi do wspomnianego
zakresu (ca. 33 + 39 nm), co w polgczeniu z innymi parametrami powierzchni
(np. zwilzalno$cia, energia powierzchniowg) moze pozytywnie wptywaé na ograniczenie

wzrostu bakterii na tych powierzchniach.
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9.2.4. Sklad chemiczny struktur warstwowych

Jak juz wczes$niej wspomniano, sklad chemiczny biomateriatéw odgrywa waznag rolg
W procesie adaptacji wszczepu w organizmie pacjenta. Z tego wzgledu waznym jest
projektowanie biomateriatdw w taki sposob, aby ogranicza¢ potencjalne, niekorzystane
dzialanie pierwiastkdéw, ktore moga stanowic zagrozenie dla pomysinej adaptacji implantu oraz
zdrowia. Jest to szczegélnie istotne w przypadku materiatdbw metalicznych. Obecnosc
niepozadanego, negatywnie dzialajagcego pierwiastka lub zwigzku chemicznego moze miec
kluczowe znaczenie w odrzuceniu implementowanego wszczepu [109]. Przy analizie nalezy
zwrdci¢ uwage na obecnos$¢ i udziat metali, ktére moga wptywaé alergennie (np. Ni, Co, Cr)
oraz prowadzi¢ do schorzenia zwanego metaloza [394,395]. W zwigzku z powyzZszym warstwy
na bazie niemodyfikowanego i modyfikowanego nanoczastkami metali (Au, Ag, Cu) chitozanu
poddano analizie EDS obejmujacej wigkszy zakres zbierania sygnatu oraz komplementarnej do
niej technice XPS operujacej na znacznie mniejszej grubosci wnikania. Z kolei dla oceny
budowy atomowej otrzymanych struktur wykorzystano technike spektroskopii fourierowskie;j
w podczerwieni (FTIR-ATR), z zastosowaniem techniki odbiciowej. W Tabeli 9.2 zestawiono
sktad chemiczny warstw uzyskany podczas analizy EDS z badanych powierzchni.

Tabela 9.2. Skfad chemiczny (at. %) powierzchni badanych serii probek okreslony na podstawie analizy
EDS

Rodzaj Sklad chemiczny [%0 at.]

modyfikacji Ti Ni (0] C Ag Au Cu Na
Cs 33.1£0.6 38.840.3 15.6x1.0  6.8+0.7 - - - 5.7£0.3
CS@AQgNPs 36.3+0.5 42.1+0.1 7.741.3  6.5+£1.1 0.3+0.1 - - 7.2£1.6
CS@AUNPs 29.8+0.5 34.840.5 18.3+1.6 10.742.0 - 0.8+0.2 - 5.6£0.6
CS/CuNPs/CS 0.8+0.2 1.7+05 32.6+1.7 50.7£2.2 - - 0.0 14.2+0.8
CS/AgNPs/CS 0.5+0.3 1.1£0.1  30.2£0.8 53.6+1.4 0.0 - - 14.5£0.9
CS/AuNPs/CS 1.1+£0.2 1.1£0.3  28.9+0.7 57.8+1.7 - 0.0 - 11.2+0.7

Badania te potwierdzily sygnaty pochodzace giéwnie od wegla, tlenu, sodu oraz tytanu
i niklu. Obecno$¢ dwoch ostatnich pierwiastkow jest zwigzana z sygnalem z podtoza, na ktorym
otrzymano warstwy na bazie chitozanu. Jak mozna zauwazy¢ udzial tytanu i niklu jest zmienny
w zalezno$ci od badanej serii eksperymentalnej. Podtoza z otrzymaniem warstw na bazie
niemodyfikowanego chitozanu oraz te uzyskane na bazie koloidéw charakteryzujg si¢ znacznie
wyzszym udziatem tych pierwiastkow, $rednio ok. 33%at. Ti oraz ok. 38%at. Ni, wzgledem
znacznie mniejszych koncentracji tych pierwiastkéw dla serii wytworzonych metoda

hybrydowg (CS/XNPs/CS), dla ktorych s$rednio bylo to ok. 0.8%at. Ti i 1.3%at. Ni.
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Obserwowane rdznice wynikajg zapewne z zastosowanych technik wytwarzania warstw,
mianowicie w przypadku struktur naktadanych sekwencyjnie (warstwa po warstwie) ilos¢
etapow przygotowania warstw byta wigksza, a co za tym idzie grubo$¢ warstw byta wigksza

niz w przypadku procesu jednoetapowego.

Warstwy na bazie chitozanu charakteryzuja si¢ rowniez obecno$cig wegla i tlenu, ktore to
budujg strukturg tego biopolimeru. Udziat tych pierwiastkow jest, podobnie jak w przypadku
tytanu i niklu, r6zna w zaleznos$ci od serii eksperymentalnej, a jej wartosci sg konsekwencja
uwzglednienia udziatow metali stopowych. W przypadku warstw otrzymanych metoda
hybrydowa udziat wegla i tlenu jest zblizony dla wszystkich modyfikacji, wynosi kolejno
ok. 53%at. i 30%at. Warto zauwazy¢, ze udzial wegla jest wigkszy od tlenu, co z kolei jest
odmienng tendencja do warstw niemodyfikowanego i modyfikowanego koloidami chitozanu.
Wynika¢ to moze z wieloetapowego otrzymywania warstw hybrydowych, a co za tym idzie ich
wiekszej grubosci. Tym samym sygnal byt zbierany gltéwnie z warstwy, a nie ja w przypadku

pojedynczych warstw chitozanu i koloidow z warstwy i nitinolowego podtoza.

Dodatkowo w przypadku serii eksperymentalnych CS@AQgNPs i CS@AUNPs wykazano
obecnos¢ kolejno srebra (0.3+0.1%at.) i ztota (0.8+£0.2%at.). Udziat tych pierwiastkow zalezy
od ich koncentracji w matrycy biopolimeru. Przykladowo w pracy G. Raghavendra,
et al. [396] obserwuje si¢ znacznie wyzsze ilosci AgNPs w matrycy chitozanu, dla stezen
prekursora 17.64 mM, 23.53 mM, 29.41 mM, 35.29 mM, stwierdzono odpowiednio wartosci
5.47%at., 6.72%at., 7.64%at. i 8.29%at. tego pierwiastka. Zatem w poréwnaniu z niniejszg
praca doktorska, dla ktdrej stezenie prekursora wyniosto 52mM uzyskane wyniki analizy EDS
sg znacznie nizsze. Moze to sugerowac, ze rezultat ten jest wynikiem dystrybucji nanoczastek
srebra w matrycy chitozanu lub uzyskaniem cienszych warstw, niz w przypadku przywotanej

publikacji.

W przypadku uktadéw warstwowych otrzymanych metoda hybrydowa (CS/AuNPs/CS,
CS/AgNPs/CS, CS/CuNPs/CS), w przeciwienstwie do opisanych powyze] warstw, nie
wykazano obecno$ci nanoczastek metali w analizowanych powierzchniach z wykorzystaniem
metody EDS. Wynika to z ograniczonej glebokosci wnikania wigzki elektronowej w strukturg
badanych powierzchni (zwykle do ok. 1 um). W tym przypadku zewngtrzng warstwe stanowit
chitozan, w przeciwienstwie do serii CS@AuNPs i CS@AgNPs, w ktorej powierzchnia
zawierata rowniez nanoczastki, co potwierdzono na obrazach SEM (patrz Rodz. 9.2.2.,
Rys. 9.19.b-c). Innym przyczynkiem mogta by¢ zbyt niska koncentracja wspomnianych
nanoczastek W analizowanym mikroobszarze. Badania sktadu chemicznego potwierdzono
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rowniez na drodze pomiardw z wykorzystaniem spektroskopii fotoelektronow w zakresie

promieniowania X, a rezultaty zestawiono w Tabeli 9.3.

Tabela 9.3. Skfad chemiczny (at. %) powierzchni badanych serii probek, okreslony na podstawie badan
XPS

Rodzaj Sklad chemiczny [%at.]
modyfikacji C1s O 1s N 1s Cu 2p Ag 3d Au 4f Na 1s
Chitozan (CS) 46.13 40.35 1.81 - - - 11.71
CS@AgNPs 45.66 43.38 2.37 - 0.41 - 8.18
CS@AUNPs 47.31 39.73 1.10 - - 0.03 11.83
CS/CuNPs/CS 40.16 52.47 2.50 0.00 - - 4.86
CS/AgNPs/CS 46.13 42.83 3.07 - 0.00 - 7.97
CS/AuUNPs/CS 38.01 50.17 0.73 - - 0.00 11.09

Przedstawione wyniki, w przeciwienstwie do wynikow analizy EDS, sg bardziej spojne w
obrgbie udziatu gléwnych pierwiastkéw stanowigcych sktadowe dla poszczegélnych serii
eksperymentalnych. Zwigzane jest to z niewielkg glgbokoscig probkowania (5+6 nm), co jest
charakterystyczne dla tej metody [397]. Struktura powtok w przewazajacej wigkszosci sktada
si¢ z wegla oraz tlenu, ktore sg gldéwnymi pierwiastkami budujacymi strukturg chitozanu.
Niemodyfikowana warstwa tego biopolimeru zbudowana jest z 46.13%at. wegla, 40.35%at.
tlenu, jak rowniez niewielkiego udziat azotu (1.81%at.), ale réwniez sodu, ktory jest

pozostatoscig z wodorotlenku sodu, ktorym neutralizowano powierzchnig otrzymanej warstwy.

Analiza budowy pokry¢ otrzymanych metodg hybrydowa, w ktérych zewnetrzng warstwe
stanowi chitozan, jest zblizona jak w przypadku modyfikacji z warstwa na bazie
niemodyfikowanego CS, a obserwowane rdznice mogg wynika¢ ze zmian w profilu
powierzchni badanych struktur. Warto rowniez zauwazyC, ze dla warstw otrzymanych
z koloidu (CS@AgNPs i CS@AuNPs) metoda XPS potwierdza obecno$¢ srebra i ztota
w warstwie przypowierzchniowej o udziale odpowiednio 0.41%at. i 0.03%at, natomiast
(podobne jak z zastosowaniem metody EDS) nie stwierdzono obecnosci tych pierwiastkow
w strukturach  hybrydowych. Dla powierzchni tych nie wykonano skanow
wysokorozdzielczych, natomiast przyktadowo analiza sktadu nanoczastek srebra otrzymanego
w postaci koloidu (patrz Rozdz. 9.2.1.2.1., Rys. 9.15.) oraz rezultaty analizy dla analogicznych
warstw na bazie chitozanu z dodatkiem srebra przeprowadzonych przez X. Du, et al. [398] oraz
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W. Li, et al. [399] mogg wskazywac¢ na obecno$¢ w uzyskanych strukturach srebra w postaci

zarowno metalicznej, jak 1 na pierwszym stopniu utlenienia.

Uzupetieniem tych analiz byly badania struktury atomowej otrzymanych powtok

z wykorzystaniem spektroskopii FTIR, ktore zaprezentowano na Rys. 9.21.

CS@AUNPs
| N

Intensywnosc [a.u.]

CS/AgNPs/CS

Chitosan (CS)

1 1 1 1 1 1 1
750 1000 1250 1500 1750 3000 3250 3500 3750

Liczba falowa [cm™]

Rys. 9.21. Widma IR dla powlok niemodyfikowanego chitozanu (CS), chitozanu modyfikowanego
koloidami CS@AgNPs i CS@AUNPs oraz struktur CS/CuNPs/CS, CS/AgNPs/CS i CS/AuNPs/CS
otrzymanych metodg hybrydowq.

Widma FTIR dla wszystkich badanych serii cechuja si¢ pasmami charakterystycznymi dla
struktury chitozanu. Sa to pasma wystepujace w pierwszej kolejnosci w regionie od 2920+3670
cm™, zaznaczony na wykresie na kolor szary, odpowiadajacy nakladajacym sie drganiom
rozciggajacym grup aminowych (-N-H) i hydroksylowych (-O-H). Warto zauwazy¢, ze
niemodyfikowany chitozan oraz uklady warstwowe z zewnetrzng tego typu strukturg

charakteryzuja si¢ podobnym przebiegiem widma w tym zakresie, natomiast w warstwach
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modyfikowanych koloidami pasma sg przesunigte. Obecno$¢ tych pasm, dla réznych
maksiméw warto$ci liczb falowych, mozna ttumaczy¢ rdznym stopniem uwodnienia struktur
biopolimeru oraz pH, od ktorych zalezy proporcja, udzial poszczegolnych grup atomowych.
W tym kontekscie warto rowniez wskaza¢ na badania przeprowadzone przez C. Branca,
et al. [400], ktory wskazuje na mozliwo$¢ przesunie¢ wspomnianych pasm w zwigzku

z modyfikacja struktury chitozanu.

W dalszej kolejnosci wyrdznia sie pasma absorpcji zlokalizowane przy 1670 cm™, ktore
rowniez maja charakter naktadajacych si¢ drgan rozciagajacych podchodzacych z wigzania —
C=0 (grupa N-acetylowa) i C-H [401]. Wigzania z maksimum w 1568 cm™ przypisuje sie
drganiom zginajacym w grupach N-H (amid Il-rzgdowy), ponadto Ill-rzgdowy amid
reprezentowany jest przez rozciggajace wigzania C-N znajdujace sie w 1400 cm™ [402]. Nie
obserwuje sie jednak amidu I-rzedowego przy ok. 1589 cm™ i odpowiadajacemu jemu drgan
zginajacych  w grupach N-H. Z kolei pasma znajdujace si¢ w regionach
1445 cm* oraz 1375 cm odpowiadajg wigzaniom kolejno zginajaceym -CHz i symetrycznym
deformacjom grup -CHz. Asymetrycznym rozcigganiom grup mostkowych C-O-C odpowiada
pasmo z maksimum w 1153 cm%, natomiast rozciagajace wigzania w grupach C-O reprezentujg
regiony z maksimum w 1066 cm™ oraz 1028 cm™ [402]. Opisane powyzej zidentyfikowane
pasma odpowiadaja literaturowym analizom warstw chitozanu, réznice migdzy ksztaltem
poszczegolnych pasm jak i intensywnos$ciag mozna powigza¢ z efektem wptywu stopnia
hydratyzacji struktury chitozanu, co obserwowano réwniez w pracy R. Mauricio-Sanchez,
et al. [403].

Analizujac zestawione widma mozna stwierdzi¢, ze na obecno$¢ nanoczastek metali
w powlokach wskazujg przesuniecia maksiméw dwoch pasm zlokalizowanych w 1670 cm™
oraz 1568 cm? Jest to zwigzane z oddziatywaniem elektrostatycznym polimeru
z nanoczastkami, ktore w swojej pracy obserwowata M. Potara, et al. [404] dla warstw
chitozanu z nanoczastkami srebra. Dodatkowo mozna zaobserwowaé wyzsza intensywnos¢
pikdw zwigzang obecno$cig nanoczgstek metali w warstwach otrzymanych z koloidow
(CS@AuUNPs, CS@AgNPs), w przeciwienstwie do wiekszosci pokry¢ przygotowanych metoda
hybrydowa (CS/AuNPs/CS, CS/AgNPs/CS). Wskazuje to na intensywniejsze oddziatywanie
nanoczastek metali z chitozanem, w przypadku losowego utozenia nanoczastek w matrycy
biopolimeru, w przeciwienstwie do struktur z bardziej uporzadkowanym ich umiejscowieniem.
Odmienne zachowanie wykazuje warstwa CS/CuNPs/CS, dla ktorej intensywnos$ci pasm sg

najwyzsze, co obserwowat rowniez E. Prokhorov, et al. [405] dla podobnych warstw na bazie
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chitozanu 1 CuNPs. Autor wskazuje, ze podwyzszone intensywno$ci moga by¢ spowodowane
potencjalng interakcja jonow miedzi ze struktura chitozanu oraz tworzeniem kompleksow na

bazie chitozanu i jonéw miedzi.

W powyzszym rozdziale zaprezentowano wyniki sktadu chemicznego i budowy strukturalne;j
otrzymanych pokry¢, na podstawie ktérych, w kontekscie obecnosci chitozanu na powierzchni,
mozna wnioskowa¢ o jednorodno$ci chemicznej otrzymanych struktur. Obecnos¢ chitozanu
potwierdzajg rOwniez rezultaty analizy z wykorzystaniem spektroskopii IR, ktore wskazujg na
typowe wigzania dla tych struktur, w tym wystepowanie grup aminowych, grup
-CH2 i -CHjs, grup N-acetylowych i wigzan C-O-C. Dodatkowo warstwy otrzymane na bazie
koloidéw w analizie EDS oraz XPS wykazuja obecno$¢ pierwiastkow wlasciwych dla
odpowiednich modyfikacji, co oznacza, ze cz¢$¢ nanoczastek metali znajduje si¢ W warstwie
wierzchniej otrzymanych pokry¢, w przeciwienstwie do modyfikacji z nanoczastkami
otrzymywanymi technika hybrydowa, ktore sa umiejscowione migedzy dwoma warstwami
chitozanu. Na obecnos$¢ dodatkowych atoméw modyfikujacych (nanoczastek metali) strukture
CS 1ich wzajemne oddziatywanie elektrostatyczne wskazuja rowniez nieznaczne przesunigcia

pasm charakterystycznych dla grup -C=0, C-H i N-H.
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9.2.5. Budowa fazowa warstw

Uzupetieniem informacji o budowie warstwy wierzchniej na powierzchni
modyfikowanego nitinolu byty badania sktadu fazowego z wykorzystaniem techniki
GID-XRD. Rezultaty pomiarow wraz z zalaczonymi wzorcami pozycji refleksow dla

oczekiwanych w strukturze faz zamieszczono na Rys. 9.22.
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Rys. 9.22. Widma XRD powierzchni powtok na bazie chitozanu modyfikowanego koloidem CS@AgNPs
(linia ciemnozielona), koloidem CS@AuNPs (linia czerwona), jak i otrzymanych metodg hybrydowqg
w uktadzie CS/CuNPs/CS (linia pomaranczowa), CS/AgNPs/CS (linia brgzowa) i CS/AuNPs/CS (linia
jasnozielona). Dodatkowo zaznaczono refleksy charakterystyczne dla poszczegdlnych faz: NiTi, Ni, NiO,
Ti, Ti»Os, TiO (dane z bazy programu Match!)

Sktad fazowy badanych powtok charakteryzowat si¢ obecnos$cig krystalitow chitozanu,
malo intensywnych refleksow pochodzacych od podioza (NiTi), krystalitow wodorotlenku
sodu pochodzacych z etapu neutralizacji chitozanu oraz metali i ich tlenkéw wiasciwych dla
charakteru modyfikacji. W pierwszej kolejnosci charakterystyczne refleksy chitozanu zostaty
zidentyfikowane w pozycjach 18.06°, 37.92° oraz 64.01°, odpowiadaja one orientacji faz
chitozanu w plaszczyznach kolejno (110), (200) i (220) [406,407]. Refleks pochodzacy od
nitinolu w pozycji 42.27° (110), charakteryzuje si¢ niska intensywno$cia, wynika to

z stosunkowo dobrego pokrycia powierzchni podtoza warstwami. Efektem neutralizacji warstw
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chitozanowych jest obecno$¢ NaOH na powierzchni, co potwierdzita rowniez analiza sktadu
chemicznego. W postaci krystalicznej wystepuje on jako faza o orientacji w ptaszczyznach
(202), (400), (442) i (602), zidentyfikowanych na podstawie refleksow w pozycjach,
odpowiednio 23.28° (w warstwach CS/AuNPs/CS 1 CS/CuNPs/CS), 32.50° (w warstwie
CS/AgNPs/CS), 40.14° oraz 52.67° [408].

Kazda z warstw zawiera ponadto fazy zwigzane bezposrednio z nanoczastkami, ktore
znajduja si¢ w strukturze wtasciwej modyfikacji. Warstwy CS@AuNPs (kolor czerwony) oraz
CS/AuNPs/CS (kolor jasno zielony) charakteryzuja si¢ obecnoscig refleksu (o mniejszej
intensywnosci w przypadku pierwszej, a wyrazniejszym w przypadku drugiej modyfikacji)
w pozycji 44.38° identyfikowalnej jako ztoto metaliczne (200), dodatkowo CS/AuNPs/CS
cechuje refleks w 38.01° odpowiadajacy fazie zorientowanej w plaszczyznie (111) [401].
Identycznymi plaszczyznami charakteryzuje si¢ warstwa chitozanu z AuNPs uzyskana przez
A. Youssef, et al. [409] z koloidu CS@AUNPs na drodze naniesienia koloidu i pozostawienia

w suszarce laboratoryjnej do odparowania rozpuszczalnika.

Warstwy z dodatkiem nanoczastek srebra (CS@AgNPs — kolor ciemno zielony oraz
CS/AgNPs/CS — kolor bragzowy) charakteryzuja si¢ obecnoscig refleksow w podobnych
pozycjach co warstwy wzbogacone ztotem ze wzgledu na bardzo niewielkie rdznice
w odlegtosciach migdzyptaszczyznowych migdzy tymi dwoma metalami szlachetnymi. Zatem
w pozycji 37.98°, 44.56°, 64.57° 1 77.45° znajduja si¢ refleksy odpowiadajace ptaszczyznom
(111), (002), (022) i (113) [410-412]. Refleksy charakterystyczne dla trzech pierwszych
wymienionych ptaszczyzn znajduja rowniez potwierdzenie w pracy A. Youssef, et al. [409],
ktory scharakteryzowal roéwniez warstwe chitozanu z nanoczastkami srebra. Natomiast
wszystkie ptaszczyzny zidentyfikowane dla wytworzonych warstw byly obecne w kompozycie
chitozan-AgNPs stabilizowanym sodem, otrzymanym na drodze syntezy filmow poprzez
odparowanie rozpuszczalnika [413]. Dodatkowo struktura fazowa warstw z dodatkiem srebra
wykazuje obecnos¢ tlenku srebra (1), ktory zostat zidentyfikowany na podstawie pozycji 33.65°,
54.99° oraz 66.04° wskazujacymi plaszczyzny, kolejno, (111), (202) oraz (131) [414,415].
Ostatnia z modyfikacji, CS/CuNPs/CS (kolor pomaranczowy), obecnoscig reflekséw
w pozycjach 29.19°1 36.26° wskazuje na udziat fazy Cu20 o orientacji ptaszczyzn (110)1 (111)
[416,417]. Brak obecnosci krystalitbw miedzi metalicznej mozna z duza doza
prawdopodobiefnstwa uzasadni¢ bardzo szybkim procesem utleniania nanoczastek miedzi
W powietrzu, co w potaczeniu z niewielkg ich §rednicg moze uzasadnia¢ obecnos$¢ wytacznie

tlenku miedzi(I). Obecnos¢ tego zjawiska rowniez zaobserwowat w strukturach CS@CuUNPs
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M. Usman, et al. [416], ktory poza niewielkim udzialem miedzi metalicznej, wskazal rowniez

na tlenki miedzi na pierwszym i drugim stopniu utlenienia.

Badania sktadu fazowego warstw na bazie chitozanu dostarczyly wynikow
komplementarnych do rezultatow sktadu chemicznego zaprezentowanych w Rozdziale 9.2.4.
Przeprowadzona analiza dyfraktogramu potwierdza obecno$¢ faz krystalicznych pochodzacych
od chitozanu oraz pozostato$ci wodorotlenku sodu na powierzchni warstw. Jednak bardziej
istotne sg rezultaty pomiarow zaobserwowane dla faz odpowiadajgcym metalom i ich tlenkom,
ktore wystepuja w biokompozycie w postaci nanoczastek. Kazda z modyfikowanych warstw
charakteryzuje si¢ obecnoscig krystalitbw metalu wlasciwego dla wprowadzonych
nanoczastek, jak rowniez w przypadku srebra oraz miedzi obecne sg refleksy identyfikowane
jako tlenki odpowiednio Ag20 i Cu20. Rezultaty te potwierdzaja utlenianie si¢ nanoczastek,
ktore bylo rowniez widoczne podczas analizy koloidu na bazie chitozanu z dodatkiem srebra
(Rozdz. 9.2.1.2.1.) oraz nanoczastek srebra i miedzi otrzymanych metoda kondensacji

w obecnosci gazu obojetnego (kolejno, Rozdz. 9.2.1.2.2. i Rozdz. 9.2.1.3.)

9.2.6. Zwilzalnos$¢ powierzchni i energia powierzchniowa warstw

Jak juz wczedniej wspomniano, powierzchnie biomateriatéw, ktore wchodza w bezposredni
kontakt z tkankami organizmu musza spetnia¢ szczegolne wiasciwosci pozwalajace na
eliminacje zagrozen zwigzanych z trombogennos$cia, stanami zapalnymi oraz infekcjami. Do
wlasciwosci powierzchni ograniczajacych powyzsze czynniki zalicza si¢ szereg wtasciwosci,
w tym opisang w Rozdz. 9.2.3. chropowato$¢ powierzchni, porowatos¢, ksztatt pordéw i ich
rozklad, sklad chemiczny oraz omawiang w tym rozdziale zwilzalno$¢ 1 energie
powierzchniowa [418]. Majac na uwadze powyzszy, ztozony uklad zalezno$ci cech
powierzchni, nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢ jakie parametry kata zwilzania beda
optymalne dla adaptacji i proliferacji komorek. Przyktadowo, F. Abushahba, et al. [419]
analizujac wplyw kata zwilzania podtoza cynkowego modyfikowanego bioszklem o nazwie
handlowej Bioglass® klasy 45S5 na proliferacje¢ komoérek wskazuje na trend wzrostu ich ilosci
na powierzchniach bardziej hydrofilowych (10.5°+14.7°). Natomiast V. Babuska, et al. [420]
modyfikujac tytan uzyskat najbardziej efektywna proliferacje¢ komoérek dla wartosci kata
zwilzania 70°. Roznica ta moze wynika¢ migedzy innymi z wysokiego stopnia skomplikowania
zywych organizméw 1 szeregu wiasciwosci fizykochemicznych powierzchni, ktore moga
wptywaé na adaptacje komoérek. Wiasciwosci materiatu, kontaktujacego si¢ z komorkami,
muszg stanowi¢ wypadkowa, ktora bedzie odpowiadata optymalnym warunkom dla przezycia

komorek wlasciwych dla lokalizacji implantu. Warto rowniez zwrdci¢ uwage na doniesienia
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w zakresie antybakteryjno$ci powierzchni hydrofobowych i superhydrofobowych [338],
jednakze w konteks$cie oddziatywania powierzchni z komoérkami i bakteriami nie jest jedynym

i decydujacym.

Zwilzalno$¢ biomaterialbw polimerowych odgrywa ponadto szczegdlng role
w rozwijaniu ich funkcjonalno$ci o kolejne wilasciwosci, w tym dozowanie lekow
i biostymulacje [421]. Kat zwilzania wplywa na szybko$¢ uwalniania czynnikow bioaktywnych
z powierzchni biomateriatu, w przypadku gdy terapeutyk ma charakter hydrofobowy
hydrofilowa powierzchnia biomaterialu zwykle spowalnia jego wydzielanie i analogicznie
jezeli czynnik bioaktywny bedzie hydrofilowy do hydrofobowa powierzchnia biomaterialu
prowadzi do wolniejszego jego uwalniania. Natomiast jezeli uktad zostat zaprojektowany do
szybkiego uwalniania terapeutyku to charaktery terapeutyku i powierzchni w zakresie
zwilzalnosci powierzchni powinny by¢ zgodne [422]. Zatem intencjonalna modyfikacja
zwilzalno$ci powierzchni moze, jako jeden z czynnikdw, umozliwi¢ projektowanie systemu
dostarczania lekow. Majac na uwadze powyzsze zaleznos$ci dokonano pomiaréw kata zwilzania
dla cieczy polarnej i niepolarnej dla otrzymanych ukladow warstw, a ich rezultaty

zaprezentowano na Rys. 9.23.a.
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Rys. 9.23. a) Wartosci kqta zwilzania powierzchni warstw chitozanu (CS), chitozanu modyfikowanego
koloidami CS@AQNPs i CS@AUNPS oraz warstw otrzymanych metodq hybrydowg CS/CuNPs/CS,
CS/AgNPs/CS i CS/AuNPs/CS w kontakcie z wodg destylowang (kolor czerwony) oraz dijodometanem
(kolor zielony) oraz b) energia powierzchniowa z podziatem na energie polarng (kolor czerwony),
rozproszong (kolor zielony) powtok niemodyfikowanego chitozanu (CS), chitozanu modyfikowanego
koloidami CS@AgNPs i CS@AuNPs oraz warstw otrzymanych metodg hybrydowg CS/CuNPs/CS,
CS/AgNPs/CS i CS/AUNPS/CS.
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Obserwacje poczynione w obszarze zwilzalno$ci powierzchni pozwalajg na okreslenie
wszystkich modyfikacji powierzchni warstwami na bazie chitozanu materiatami
hydrofilowymi (kat zwilzania < 90°). Warstwa CS charakteryzuje si¢ katem zwilzania 29.2+3.8°
(dla wody) oraz 43.0+£1.3° (dla dijodometanu), rezultaty w bardzo podobnym zakresie
zaobserwowano dla warstw otrzymanych metodg hybrydowa, w ktorych zewngtrzng warstwe
stanowit chitozan (CS/AuNPs/CS, CS/AgNPs/CS, CS/CuNPs/CS). Uzyskane wyniki
koresponduja z prezentowanymi przez K. Terpitowski, et al. [423], cho¢ wybrane wskazuja
réwniez na warto$ci kata zwilzania dla chitozanu ok. 80° [424], co moze by¢ podyktowane
wykorzystaniem chitozanu o innej masie czasteczkowej, innej porowatosci, Innego
pochodzenia lub innym stopniem deacetylacji (udzialem wolnych grup aminowych
w strukturze) biopolimeru. Szczegotowe badania wskazujgce na istotny wplyw deacetylacji na
zwilzalno$¢ powierzchni chitozanu (z wykorzystaniem wody jako cieczy pomiarowej)
przeprowadzit L. Foster, et al. [425]. Z pracy wynika, ze deacetylacja na poziomie od 72% do
77% nie wptywa znaczaco na kat zwilzania stabilizujgc go na poziomie ca. 65° natomiast jej

wzrost do 85% powoduje wzrost wartosci kata zwilzania do ca. 105°,

W  przeciwienstwie do opisanych wczesniej modyfikacji, zmian¢ kata zwilzania
zaobserwowa¢ mozna dla warstw otrzymanych z wykorzystaniem koloidow CS@AuNPs
1 CS@AgNPs. W pierwszym przypadku warto$¢ kat zwilzania (dla wody) maleje do 16.8+1.8°,
wzgledem chitozanu niemodyfikowanego (CS), natomiast obecno$¢ AgNPs w strukturze
zwigksza wspomniang warto$¢ do 39.2+5.2°. Opisywane, zmienne wartosci zwilzalno$ci
w przypadku nanoczastek ztota wynikaja migdzy innymi z rodzaju i rozmiar6w nanoczastek
[426], przyktadowo dla struktur chitozanu z AuNPs (o $redniej srednicy ok. 10 nm) obserwuje
si¢ zwilzalno$¢ na poziomie ca. 60° Natomiast w przypadku modyfikowania struktury
z wykorzystaniem nanoczastek srebra (Srednica ok. 15.3 nm) powierzchnia wykazuje
przewaznie wtasciwosci hydrofilowe (ok. 30°). W tym ostatnim przypadku, jak donosi J. Yin,
et al. [427], wzmaga si¢ réwniez dzialanie antybakteryjne powierzchni w kontakcie ze

szczepem E. coli.

W przypadku swobodnej energii powierzchniowej, jej warto$¢ zalezy od katow zwilzania
dla cieczy polarnej i niepolarnej, zatem oczekuje si¢ wptywu kata zwilzania na adaptacje
namnazanie komodrek. Badania wskazuja jednak, Ze korelacja nie jest bardzo silna,
przyktadowo S. Kennedy, et al. [428] wskazuje na znacznie efektywniejsze namnazanie si¢
komoérek MC3T3-E1 (osteoblasty pochodzenia mysiego) dla powierzchni o najnizszej wartosci
energii powierzchniowej (ca. 13 mN/m) i kata zwilzania 90°. Natomiast V. Pesskova,
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et al. [429] zaobserwowata najlepszg proliferacje komorek fibroblastow dla diametralnie
wyzszej warto$ci energii powierzchniowej (ca. 50 mN/m) i kata zwilZzania z podobnego zakresu
(70-100°), jak w pracy S. Kennedy, et al. [428]. Dane te wskazujg na roéwnie nicoczywisty
wpltyw wartosci energii powierzchniowej na zachowanie komorek jak w przypadku parametru
kata zwilzania. W pracy na podstawie uzyskanych danych (wartosci kata zwilzania dla dwéch
cieczy pomiarowych) obliczono w oparciu o metode Owensa-Wendta warto$ci energii
powierzchniowej, z podziatem na sktadowa polarng i dyspersyjna. Wartosci te dla otrzymanych

struktur na bazie chitozanu zestawiono na Rys. 9.23.b.

Wyniki obliczen warto$ci catkowitej swobodnej energii powierzchniowej nie réznig si¢
znacznie w obrebie badanych serii eksperymentalnych. Rezultaty te dla struktur chitozanu oraz
serii uktadu warstw (CS/AuNPs/CS, CS/AgNPs/CS, CS/CuNPs/CS) byly bardzo zblizone,
a warto$¢ yc. wyniosta ca. 65 mJ/m?. Nieco nizsza wartoscia (54.29 mJ/m?) charakteryzuja si¢
warstwy chitozanu otrzymane przez A. Mouhoub, et al. [430], natomiast obserwowane roznice,
podobnie jak w przypadku kata zwilzania, zalezaly od stopnia deacetylacji chitozanu. Taka
zalezno$é przywoluje w swojej pracy S. Bhardwaj, et al. [431], otrzymujac wyniki ok. 65 mJ/m?
dla niedeacetylowanego chitozanu, oraz wartosci 22.1 mJ/m?, 21.3 mJ/m? i 20.8 mJ/m? dla
kolejno 77%, 84%, 94% deacetylacji. Sktadowa rozproszona (ya.) dla wszystkich badanych
serii oscylowata ok. 30 mlJ/m? natomiast sktadowa polarna (yp) wykazywala zmienny
charakter w zakresie ok. 30-40 mJ/m? co wlasnie stanowitlo o odmiennych wartoéciach
catkowite] energii powierzchniowej w przypadku warstw otrzymanych z koloidéw
CS@AuUNPs i CS@AgNPs. Najwyzsza warto$¢ yp., a zarazem yc. charakteryzowata warstwe
CS@AUNPs, kolejno 41.65 mJ/m? i 70.67 mJ/m?. Podobne wartosci energii powierzchniowej
warstw na bazie chitozanu z nanoczastkami ztota uzyskat K. Kleszcz, et al. [348], mianowicie
yc. 0k. 70 mJ/m? oraz yp. ok. 45 mJ/m2. W niniejszej rozprawie doktorskiej najnizsza warto$cia
catkowitej swobodnej energii powierzchniowej (59.27 mJ/m?) charakteryzowata si¢ warstwa
na bazie chitozanu 1 AgNPs (CS@AgNPs), co w duzej mierze wynikato z najnizszej wartosci
sktadowej polarnej (31.20 mJ/m?). Zblizone wartoéci catkowitej energii powierzchniowej
(ca. 55 mJ/m?) do serii CS@AgNPs wykazywaly réwniez warstwy na bazie chitozanu
i nanoczastek srebra otrzymane przez G. Raghavendra, et al. [396]. Warstwy wykazywaty trend
zmniejszenia wartosci calkowitej i sktadowej polarnej energii powierzchniowej wraz ze
zwigkszeniem st¢zenia prekursora srebra, a co za tym idzie iloSci AgNPs w warstwie. Warto
rowniez zauwazy¢, ze warto$¢ sktadowej niepolarnej energii powierzchniowej miata stalg

warto$¢ niezaleznie od st¢zenia prekursora srebra.
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Podsumowujac wyniki uzyskane w tym rozdziale mozna stwierdzi¢, ze wszystkie
otrzymane warstwy wykazuja hydrofilowy charakter powierzchni (<90°), jednoczes$nie bez
wickszych zmian w zakresie warto$ci swobodnej energii powierzchniowej. Zgodnie
z przewidywaniami warstwy hybrydowe, z zewngtrzng warstwa niemodyfikowanego CS maja
parametry bardzo zblizone do warstwy chitozanu. Z kolei obecno$¢ nanoczgstek na
powierzchni struktur otrzymanych z koloidow wptywa na nieznaczne zmiany wartosci kata
zwilzania 1 energii powierzchniowej, ze szczegdlnym uwzglednieniem jej skladowej polarne;.
Majac na uwadze chropowato$¢ otrzymanych warstw w zakresie nanometrycznym oraz
hydrofilowy charakter powierzchni modyfikowanych mozna zaktadaé, ze procesy te maja
potencjat w zakresie tworzenia dobrych warunkow dla rozwoju komodrek na powierzchni stopu

NiTi.

9.2.7. Badania korozyjne

Jak juz wcze$niej wspomniano, korozja jest jednym z gtownych proceséw powodujacych
problemy podczas stosowania metali i ich stopow jako implantow w organizmie. Procesy
korozyjne sa efektem reakcji elektrochemicznych zachodzacych na powierzchni implantu
w $rodowisku ptynoéw ustrojowych, czyli w warunkach, ktore U. Kamachimudali, et al. [432]
porownuje do srodowiska wody morskiej (napowietrzony NaCl). Metale pochodzace ze stopow
w stanie wolnym utleniajg si¢ do kationéw tych metali, a rozpuszczony tlen jest redukowany
do anionow hydroksylowych. Podczas procesu korozji catkowite szybkosci reakcji utleniania
1 redukcji musza by¢ rowne, a 0golng szybkos¢ reakceji reguluje najwolniejszy etap tych dwoch
procesow [433]. Implantacyjne materialy metaliczne musza zatem by¢ chronione przed tym
zjawiskiem poprzez obecno$¢ pasywnej warstwy ochronnej na powierzchni. Powloka ta ma za
z jednej strony za zadanie hamowac¢ procesy korozyjne ale 1 rowniez ogranicza¢ wydzielanie

produktow korozji do organizmu [434].

Nitinol, jak przedstawiono w rozdziale 1.1.1. charakteryzuje si¢ stosunkowo
skomplikowanym procesem utleniania powierzchni, co powoduje wysoka podatnos$¢ stopu na
korozj¢ 1 potencjalne niebezpieczenstwo zwigzane z uwalnianiem jondéw niklu do organizmu.
W pierwszej czgsci badawczej rozprawy (Rozdziat 9.1.) jako korzystng wskazano modyfikacje
powierzchni stopu NiTi, pozwalajaca na ograniczenie problemu uwalniania wolnych metali
z powierzchni, z wykorzystaniem potgodzinnego trawienia w mieszaninie NHa/H202 (CE_1,
70°C). Dotychczasowe badania wskazuja, ze dodatkowe pokrycie powierzchni stopu

warstwami powinno wplyna¢ pozytywnie na dodatkowa poprawe odpornosci na korozje
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w warunkach srodowiska organizmu. Z tego powodu w przyjetej metodyce zaproponowano
badania korozyjne obejmujace techniki woltamperometrii liniowej (LSV, ang. Linear Sweep
Voltammetry) oraz pomiaru potencjalu obwodu otwartego (OCP, ang. Open Circuit Potential),
ktore przeprowadzono w warunkach symulowanego srodowiska organizmu, mianowicie
w ptynie Ringera (8.6 g/L NaCl, 0.3 g/L KCl, 0.243 g/L CaClz, 7.15 pH), w temperaturze 37°C.
Rezultaty powyzszych badan pozwola na okreslenie potencjatu ochrony korozyjnej warstw

otrzymanych na powierzchni stopu NiTi.

9.2.7.1. Woltamperometria liniowa

Metoda ta jest jedna z powszechnych technik badania biomateriatow pod katem odpornosci
na korozje. W tescie tym reakcja anodowa probki jest przyspieszana przez przylozenie
anodowego napigcia, a mierzona jest odpowiedz pradowa. Zwykle przeprowadza si¢
potencjodynamiczny test polaryzacji (woltamperometria liniowa, LSV), w ktorym potencjat
probki jest zmieniany ze stala predkosciag. Na podstawie réznych uzyskanych parametrow,
takich jak wielkos$¢ gestosci pradu i potencjat wzerow, mozna oceni¢ zachowanie korozyjne
metali. Rezultaty uzyskane ta metoda (w tym gesto$¢ pradu korozyjnego - lkor) mozna
wyznaczy¢ metodg ekstrapolacji krzywych Tafela, w ktorej okresla si¢ parametry krzywych
polaryzacji anodowej 1 katodowej oraz punkt ich przecigcia bedacy wartoscig potencjatu
korozyjnego (Exor) [435]. Odpornos¢ korozyjna materiatu lub badanego uktadu jest
wypadkowa powyzszych parametrow, ktorych warto$ci, im wyzsze dla potencjatu korozyjnego
1 im nizsze dla gestosci pradu korozyjnego, tym lepsza ochrong korozyjna zapewniaja [436]. Na
Rys. 9.24. przedstawiono krzywe polaryzacji dla warstw na bazie chitozanu, otrzymanych na
powierzchni stopu NiTi, a w Tabeli 9.4 zestawiono parametry korozyjne wyznaczone metoda

ekstrapolacji krzywych Tafela.
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Rys. 9.24. Przebieg krzywych polaryzacyjnych dia: a) powtok niemodyfikowanego nitinolu oraz podtoza
modyfikowanego powlokami chitozanu (CS), chitozanu modyfikowanego koloidami CS@AgNPs
i CS@AuNPs oraz b) warstw otrzymanych metodg hybrydowg CS/CuNPs/CS, CS/AgNPs/CS
i CS/AUNPs/CS.

Tabela 9.4. Zestawienie parametréw korozyjnych z przeprowadzonych testow uzyskanych na podstawie
analizy uzyskanych krzywych polaryzacyjnych. Ewr. — potencjat korozyjny, Ior. — gestosé¢ prgdu
korozyjnego, Pa— nachylenie czesci anodowej, fc — nachylenie czesci katodowey.

Rodzaj Ekor. Ba Be lkor.
modyfikacji [V] [V] [V] [MmA/cm?]
NiTi -0.03 0.12 20.27 4,77 - 103

Chitosan (CS) -0.03 18.18 1.80 4.31
CS@AgNPs -0.29 1.56 6.98 2.77 -10°
CS@AUNPs -0.26 2.89 1.66 6.39 - 10
CS/CuNPs/CS -0.29 5.81 2.44 4.10-10*
CS/AgNPs/CS -0.27 5.49 2.31 6.23 -10*
CS/AUNPs/CS -0.41 6.12 2.17 2.08 - 10*

Analiza powyzszych krzywych, w tym w potaczeniu z warto$ciami zamieszczonymi
w Tabeli 9.4., pozwala na okreslenie odpornosci korozyjnej modyfikowanych powierzchni. Dla
badanych wilasciwo$ci parametrem wplywajacym na korzystniejsza odpornos¢ korozyjna
powierzchni jest jak najnizsza warto$¢ gestosci pradu w calym, zmiennym zakresie
potencjatow. W przypadku nitinolu modyfikowanego powloka chitozanu (CS, kolor czarny)
obserwuje si¢ bardzo duzg wartos$¢ gestosci pradu w czgsci katodowej 1 anodowej, skutkujaca
gestoscia pradu korozyjnego (4.31 pA/cm?) na najwyzszym poziomie sposrod wszystkich
modyfikacji. Rezultat ten wskazuje, ze powtoka CS nie poprawia, a wrgcz pogarsza odpornos¢
korozyjng niemodyfikowanego stopu NiTi (kolor niebieski) w srodowisku roztworu Ringera.
W tym przypadku prawdopodobnie mechanizm korozyjny obejmuje powierzchniowy rozktad

wigzan [B-1,4-glikozydowych (depolimeryzacje) oraz wigzan N-acetylowych (deacetylacje),
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ktore to procesy nasilajg si¢ w srodowiskach korozyjnych. W efekcie obserwuje si¢ spadek
masy czasteczkowej biopolimeru i wzrost stopnia deacetylacji. W tym samym czasie nastepuje
réwniez degradacja grup funkcyjnych chitozanu, w tym karbonylowych (-CO), aminowych
(-NH2) i hydroksylowaych (-OH) [437]. Podobny efekt zaobserwowat Szoke, et al. [438], ktory
badal powloki chitozanowe wytworzone metodg dip-coatingu na podtozach cynkowych.
Dodatek nanoczastek metali szlachetnych do powtoki CS, dla wszystkich stosowanych
modyfikacji, powoduje znaczny spadek gestosci pradu (minimum stukrotnie), zwlaszcza
w czesci anodowej. Najmniej skuteczna pod wzgledem ochrony korozyjnej jest warstwa
CS@AgNPs, ktorej wartosé Ikor. Wynosi 2.77 - 10° mA/cm?, na co wskazuja rowniez badania
przeprowadzone przez H. Fetouh, et al. [439], ktory uzyskal wyniki tylko nieznacznie
poprawiajace wilasciwosci korozyjne warstwy modyfikowanej AgNPs wzgledem warstwy
chitozanu. Natomiast, warto$¢ pradu korozyjnego w przypadku czterech modyfikacji,
mianowicie z otrzymaniem warstwy koloidu CS@AUNPs oraz warstw hybrydowych
(CS/CuNPs/CS, CS/AgNPs/CS, CS/AuNPs/CS) byty o rzad nizsze (do 2.08-10* pA/cm?) niz
warto$é pradu korozyjnego dla nitinolu niemodyfikowanego (4.77-10° pA/cm?). Poprawe
wlasciwosci korozyjnych (Ikor. 0.01 pA/cm?) dla warstw chitozanu modyfikowanych AuNPs

uzyskat R. Ahmed, et al. [440] w warunkach pi¢ciogodzinnej immersji w roztworze Hanks’a.

Przedstawione wyniki wskazujg zatem na korzystny wptyw otrzymanych nanoczgstek
w badanych uktadach warstwowych na odpornos¢ korozyjna powierzchni stopu NiTi
w roztworze Ringera. Zwigzane jest to z lokowaniem si¢ naometrycznych czgstek metali
w strukturze chitozanu, ktore w rezultacie zmniejszajg porowato$¢ struktury biopolimeru.
W konsekwencji depozycja nanoczgstek utrudnia przej$cie agresywnego roztworu przez
strukture powtoki do powierzchni stopu NiTi. Dodatkowo w przypadku otrzymanych pokry¢
technikg hybrydowa (CS/AuNPs/CS, CS/AgNPs/CS, CS/CuNPs/CS), homogeniczna warstwa

nanoczastek metali stanowi dodatkowg bariere zabezpieczajaca podtoze.

9.2.7.2.  Potencjal obwodu otwartego

Uzupehieniem testow odpowiedzi korozyjnej dla uktadow podloze metaliczne — warstwa
ochronna jest pomiar potencjatu obwodu otwartego (OCP), ktéry odpowiada potencjatowi korozji
(Ekor). Przyjmuje si¢, ze warto$¢ potencjalu reprezentuje stan ustalony, ale nie rownowage
elektrochemiczng. Potencjat korozyjny (Ekor) to potencjal korodujacej powierzchni (badanej

modyfikacji) w elektrolicie w stosunku do elektrody odniesienia [433]. Przeprowadzenie pomiarow
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w funkcji czasu pozwala na okreslenie potencjalu korozyjnego w obwodzie otwartym niezaleznie
od mozliwych wystepujacych zaktocen spowodowanych efektami zachodzacymi w warstwach
ochronnych, jak rowniez okreslenie ich trwato$ci w warunkach korozyjnych [436]. W niniejszej
pracy komplementarng analiz¢ pomiarow LSV w postaci pomiaru potencjalu obwodu otwartego
przeprowadzano przez 24h w roztworze Ringera, co pozwolito na wykrycie zmian potencjatu
w czasie(wzgledem elektrody Ag/AgCl). Warto$¢ potencjatu $wiadczy o parametrach korozyjnych
zabezpieczajacych powierzchnie stopu przed korozja, im wyzsza jego wartos¢ tym skuteczniej
ogranicza negatywne skutki korozji. Jednakze ostateczna ocena odpornosci na korozj¢ wynika
z analizy wynikow z obydwu stosowanych metoda badan, LVS oraz OCP. Wyniki pomiaru

potencjatu w zaleznosci od czasu zostaty przedstawione w formie graficznej na Rys. 9.25.
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Rys. 9.25. Wykres potencjatu obwodu otwartego przeprowadzanego przez 24h dla a) powitok
niemodyfikowanego nitinolu oraz podioza modyfikowanego powtokami chitozanu (CS), chitozanu
modyfikowanego koloidami CS@AgNPs i CS@AuNPs oraz b) warstw otrzymanych metodg hybrydowq
CS/CuNPs/CS, CS/AgNPs/CS i CS/AuNPs/CS.

Poczatkowa warto$¢ potencjatow obwodu otwartego warstw w wiekszos$ci jest podobna do
warto$ci potencjatu charakterystycznego dla minimalnej warto$ci gestosci pradu uzyskanego
metoda LSV (Rys. 9.24.). Wyjatek stanowi warstwa chitozanu (CS, Rys. 9.25.a.) oraz warstwa
CS@AgNPs. W pierwszym przypadku potencjat po poczatkowych wysokich warto$ciach
w drugiej godzinie pomiaru przyjmuje warto$¢ odpowiadajacg rezultatom woltamperometrii
liniowej. Dla drugiej warstwy potencjal jest znacznie r6zny od wyznaczonego technikg LSV
(0 ok 0.44 V). Roznica ta moze by¢ spowodowana niejednoznacznym przebiegiem krzywej

polaryzacyjnej uzyskanej dla warstwy chitozanu modyfikowanego AgNPs.
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Niemodyfikowany stop NiTi (Rys. 9.25.a., kolor niebieski) wykazuje przebieg zmian
potencjatu w czasie wskazujacy na tworzenie si¢ warstwy pasywacyjnej na jego powierzchni
po ok. 7 godzinach immersji, na co wskazuje wzrastajacy potencjat a pdzniej jego stabilizacja
w kolejnych godzinach pomiaru. Nagle obnizenie wartosci potencjatu jest widoczne dopiero
ok. 22 godziny pomiaru, co wskazuje na degradacje wytworzonej warstwy pasywacyjne;j.
Podobne rezultaty wzrostu potencjatu w zakresie od -0.35 + -0.20 V zaobserwowat dla
niemodyfikowanego nitinolu Y. Liu, et al. [441]. Potencjal warstwy niemodyfikowanego
chitozanu (Rys. 9.25.a., kolor czarny), jak juz wcze$niej wspomniano, stabilizuje si¢ po
2 godzinach pomiaru na poziomie -0.2 V i jest praktycznie niezmienny do ok. 13 godziny
pomiaru, w ktorej jego warto$¢ znacznie spada do -0.4 V. Zwigzane jest to zapewne
z mechanizmami degradacji warstwy chitozanu opisanymi w poprzednim rozdziale (patrz
rozdz. 9.2.7.1.). Takie zachowanie warstw chitozanu naniesionego na stal potwierdza rowniez
praca O. Fayomi, et al. [442], wskazujaca na zmniejszenie warto$ci potencjatu od ok. -0.5 V
do ok. -0.7 V. Warto odnotowa¢, ze wartoSci potencjatu sg ponizej tych charakterystycznych
dla nitinolu, zatem ponownie otrzymane rezultaty wskazuja na negatywny wplyw

niemodyfikowanej warstwy chitozanu na odporno$¢ korozyjng badanego uktadu.

Réwniez niestabilny przebieg warto$ci potencjalu  korozyjnego w czasie mozna
zaobserwowac¢ dla warstw hybrydowych CS/AuNPs/CS oraz CS/AgNPs/CS. W przypadku
pierwszej z nich warto$¢ potencjalu utrzymywala si¢ w okolicach -0.35 V do 6smej godziny
pomiaru, kiedy to w ciaggu dwoch kolejnych godzin warto$¢ tego parametru spadata i osiagneta
minimum w ok. -0.5 V, utrzymujac si¢ na tym poziomie do konca pomiaru. Natomiast warstwa
z nanoczgstkami srebra (poczatkowo przez ok. godzing) wykazywata Exor. OK. -0.2 V, ktora to
warto$¢ w kolejnej godzinie pomiaru zmalata do -0.4 V i pozostata na tym poziomie do konca
pomiaru, poza czasem testu od 3 do 5 godziny kiedy warto$¢ potencjatu wzrosta do -0.3 V.
Trudno wskaza¢ przyczyng takiego zachowania warstw naktadanych sekwencyjnie, zwlaszcza
w porownaniu do stabilnej warstwy CS/CuNPs/CS, jednakze mozna przytoczy¢ opisane
wczesniej procesy degradacyjne warstwy chitozanu, ktora byla warstwa zewnetrzng

otrzymywanych pokry¢.

Do powtok o stabilnym przebiegu potencjalu w czasie nalezy zaliczy¢ warstwy chitozanu
modyfikowane koloidami, w tym CS@AgNPs (Rys. 9.25.a., kolor zielony) i CS@AUNPs
(Rys. 9.25.a., kolor czerwony) oraz warstwe hybrydowa CS/CuNPs/CS (Rys. 9.25.b., kolor
pomaranczowy). Warto$ci potencjatu, ktorymi charakteryzujg sie te warstwy wynosza kolejno

0.2 V, -0.1V i -0.2V, co wskazuje na potencjalnie najlepszg ochrone korozyjng warstwy
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CS@AQgNPs, kolejno warstwy CS@AUNPs i warstwy hybrydowej modyfikowanej CuNPs.
Niezmienno$¢ potencjatu podczas testow $wiadczy o stabilnos$ci tych warstw w czasie
w warunkach symulujace procesy elektrochemiczne w symulowanym §rodowisku organizmu.
W przypadku warstw chitozanu modyfikowanych nanoczgstkami ztota oraz miedzi doniesienia
literaturowe potwierdzajg obserwowane rezultaty, m.in. R. Farghali, et al. [443] wskazuje na
poprawe wilasciwosci korozyjnych tytanu pokrytego warstwa chitozanu z nanoczastkami ztota
(zmiana potencjatu o ok. 0.2 V). Réwniez wyzszy o 0.2 V potencjatl korozyjny wykazuja
warstwy na bazie CS 1 nanoczastek miedzi pokrywajace stal medyczng 316L, ktore otrzymat
E. Tabesh, et al. [444]. Natomiast, rezultaty uzyskiwane dla warstw chitozanu z dodatkiem
AgNPs uzyskuja tylko nieznaczng poprawe wiasciwosci korozyjnych w zakresie wzrostu
potencjalu o ok. 0.04 V, jak w przypadku pokrycia stali St37 przeprowadzonego przez
M. Solomon, et al. [445].

Rezultaty badan otrzymane w toku analizy odpornosci korozyjnej otrzymanych warstw na
bazie chitozanu wskazuja na bardzo dobre parametry korozyjne oraz stabilno$¢ warstw
CS@AUNPs oraz CS/CuNPs/CS, ktore charakteryzowaly si¢ niskg gestoscig pradu
korozyjnego (2.77 - 102 + 2.08 - 10* mA/cm?) i jednolitymi wartoéciami potencjatu
korozyjnego w badaniu potencjatu obwodu otwartego (ok. -0.2 + 0.15 V). Dobrg stabilnoscia
w symulowanych warunkach organizmu charakteryzuje si¢ warstwa CS@AgNPs, natomiast
gesto$¢ pradu korozyjnego jest o rzad wielko$ci wyzsza od wymienionych wyzej warstw.
Odmiennym trendem charakteryzujg si¢ warstwy CS/AuNPs/CS 1 CS/AgNPs/CS, ktorych
warto$¢ Ikor. jest bardzo niska (ok. 10* mA/cm?), natomiast warstwy te nie utrzymuja jednolitej
wartos$ci potencjalu w czasie. Z kolei najgorszymi parametrami korozyjnymi charakteryzuje si¢
warstwa niemodyfikowanego chitozanu, ktéra jak wspomniano zamiast ogranicza¢ korozje¢

nitinolu moze ja przyspieszac.

9.2.8. Badania biologiczne in vitro
Wszelkie nowe materiaty np. w postaci warstw lub powlok przeznaczone do zastosowan
medycznych wymagaja oceny ich bezpieczenstwa biologicznego. Badanie biozgodnosci
materiatow przeprowadzane jest poprzez aplikacje komodrek na powierzchni¢ materiatu
1 oceng ich przezywalnosci oraz zachowania, w tym proliferacji. Szczegolng uwage nalezy

skierowa¢ na materiaty zawierajgce nanoczastki metali ze wzgledu na ich niekonwencjonalne
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wlasciwosci wynikajace z charakterystycznego rozmiaru i relacji objetosci tych struktur do
rozwinigcia powierzchni. Nanoczasteczki srebra sa dobrze znane ze swojego szeroko
udokumentowanego dziatania przeciwdrobnoustrojowego. Niemniej jednak ich skutki uboczne
w stosunku do komorek organizmu znacznie ograniczajg ich zastosowania terapeutyczne.
Sugeruje si¢, ze indukujg one stres oksydacyjny i1 odpowiedz zapalng, co skutkuje
cytotoksycznosciag 1 genotoksyczno$cig [446-448]. Z drugiej strony, obecne szerokie
zainteresowanie biomateriatami zawierajagcymi AuNPs wynika z ich unikalnych, wyjatkowych
wlasciwosci oraz faktu, ze ogodlnie okresla si¢ je jako stabilne chemicznie, biokompatybilne
i nietoksyczne [449]. Z kolei nanoczastki miedzi charakteryzuja si¢ podobnymi wlasciwo$ciami
jak ztoto, z potencjalem modyfikacji nanoczastek odpowiednimi ligandami, tansze jest rowniez

ich wytwarzanie w poréwnaniu do nanoczgstek zlota i srebra [450].

Majac na wzgledzie te wymagania okreslono zywotno$¢ komorek osteoblastow (linia
MG-63) dla testowanych uktadow warstw na bazie chitozanu w warunkach in vitro po
48 godzinach kontaktu. Przezywalno$¢ komorek oznaczono ilosciowo za pomocg testu Alamar

Blue, a uzyskane rezultaty zaprezentowano na Rys. 9.26.

120 1 I 48h

Rys. 9.26. Wykres przezywalnosci komorek MG-63 w tescie cytotoksycznosci W kontakcie z powtokami
chitozanu (CS), chitozanu modyfikowanego koloidami CS@AgNPs i CS@AUNPs oraz warstw
otrzymanych metodqg hybrydowg CS/CuNPs/CS, CS/AgNPs/CS i CS/AuNPs/CS.
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Zaprezentowane wyniki testu cytotoksycznosci wskazuja na przezywalnos¢ komorek
MG-63 na poziomie przekraczajagcym 80%, ktoéry wyznacza prég konieczny do uznania
materialu za biozgodny. Jednym wyjatkiem spo$réd badanych strukur, niespetniajagcym tego
wymagania jest warstwa CS/AgNPs/CS, na powierzchni ktérej udziat zywych komorek
wynidst 69.24+15.23%. Taki rezultat jest zapewne zwigzany ze aktywno$cig nanoczastek
srebra, ktére jak wcze$niej wspomniano, poza dziataniem antybakteryjnym moga dziataé
réwniez cytotoksycznie. Znajduje to potwierdzenie m. in. w pracy B. Kulandaivelu,
i K. Gothandam [451], w ktorej komorki MCF-7 (komorki hormonozaleznego nowotworu
piersi) charakteryzowaly si¢ nizsza przezywalno$cig wraz ze wzrostem st¢zenia nanoczgstek
srebra (5+40 nm), dla 25 ug/ml bylo to ok. 60% przezywalno$ci, natomiast dla 100 pg/ml
ok. 30%. Co istotne druga z przeprowadzonych modyfikacji z udzialem nanoczastek srebra
(CS@AQgNPs) rowniez byta na granicy 80% przezywalno$ci. Korzystniejsze rezultaty zostaty
zaobserwowane dla warstwy chitozanu, ktora wykazuje 90% przezywalnos$¢ komorek MG-63,
na co wykazuja wczesniejsze prace eksperymentalne zespotu K. Kyziol, et al. [287]
i P. Jabtonski, et al. [390]. Brak cytotoksycznosci (S/So ca. 90%) obserwowany byt rowniez dla
uktadu CS/CuNPs/CS, rezultat ten potwierdza praca M. Sharifiaghdam, et al. [452]
prezentujaca wptyw stezenia CuNPs na zywotno$¢ komorek NIH-3T3 (fibroblasty), ktorych
90% przezywalno$¢ odnotowano dla 0.5 ug/ml i 1 pg/ml po 24, 48 1 72 godzinach inkubacji.
Najlepsza odpowiedzig biologiczng charakteryzujg si¢ warstwy z udziatem nanoczastek zlota
CS@AuUNPs 1 CS/AuNPs/CS. Pierwsza z nich umozliwila przezycie ca. 90% komorek,
natomiast warstwa wytworzona metoda hybrydowa spowodowata przyrost komorek wyzszy
(tj. okoto 110%) niz w probee odniesienia. Przyktadowo N. Amanlou, et al. [453] wykazuje, ze
tak korzystne warunki dla wzrostu 1 proliferacji komoérek (Huh7 — komorki nowotworu
watrobowokomorkowego i MCF7 — komorki estrogenozaleznego nowotworu piersi) wystepuja

w zelach z nanoczastkami zlota o stezeniu nieprzekraczajacym 1 pg/ml.

Warto jednak zauwazy¢ wysoka warto$¢ odchylenia standardowego w serii rezultatow dla
warstw otrzymanych metoda hybrydowa, ktéra mogla by¢ spowodowana nienajlepsza
poczatkowa kondycja komorek. Z tego tez wzgledu badania uzupetniono wykorzystujac
technike cytometrii przeptywowej, ktora jest testem pozwalajagcym na precyzyjne okreslenie
wptywu materiatu na zywotno$¢ komorek. Metoda pozwala na okreslenie nie tylko zywotnosci
komorek, ale rowniez mechanizmu ich $mierci. Mozliwe jest rozrdznienie komorek
apoptycznych, z podzialem na wczesng i pdzng apoptoze, oraz komorek nekrotycznych.

Pierwszy mechanizm $mierci jest naturalnym koncem zycia komorki, zwanym réwniez
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zaprogramowang $miercig komorki, a okreslenie czasu ich $mierci pozwala na rozrdznienie,
czy $mier¢ nastgpita w okresie inkubacji przed ekspozycjg na material badany (wczesna faza
apoptozy) lub juz w trakcie badania (p6zna faza apoptozy). Natomiast mechanizm komorek
nekrotycznych oznacza $mier¢ komorki w odpowiedzi na stres lub kontakt z powierzchnig

badanego materialu. Rezultaty tych analiz zaprezentowano na Rys. 9.27.
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Rys. 9.27. Wykres przezywalnosci komorek MG-63, z podziatem na komorki zywe, wczesno i pozno
apoptyczne i nekrotyczne, w tescie cytometrii przeplywowej w kontakcie z powtokami chitozanu (CS),
chitozanu modyfikowanego koloidami CS@AgNPs i CS@AuNPs oraz warstw otrzymanych metodg
hybrydowg CS/CuNPs/CS, CS/AgNPs/CS i CS/AuNPs/CS.

Rezultaty badan z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej potwierdzaja rezultaty testu
cytotoksyczno$ci w zakresie udziatu komorek zywych po kontakcie z warstwami na bazie
chitozanu. Dla niemodyfikowanego chitozanu, chitozanu modyfikowanego koloidami
(CS@AUNPs, CS@AgNPs) oraz CS/AgNPs/CS udzial komorek wczesno apoptycznych
utrzymywat si¢ na poziomie ok. 10%, co oznacza, ze taki procent komorek zostat
zidentyfikowany jako komorki we wczesnym stadium zaprogramowanej $mierci. Poza tym
warstwa CS i warstwy modyfikowane koloidem z nanoczastkami wykazuja bardzo niewielkie

udzialy komoérek po6zno apoptycznych oraz nekrotycznych. Natomiast seria warstw
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hybrydowych charakteryzuje si¢ do$¢ wysokim udziatem komorek nekrotycznych, od ok. 10%
dla CS/AgNPs/CS do ok. 6% dla CS/AuNPs/CS, ktorych $mier¢ zostala spowodowana
najprawdopodobniej kontaktem z testowanym materiatem. W tej serii rowniez wyzszy jest
rowniez udziat komorek po6zno apoptycznych, wynoszacy ok. 4% (np. dla CS/AgNPs/CS).
Wskazuje to na mniejsza biozgodno$¢ badanych modyfikacji z linia MG-63 i wigkszy udziat
komorek, ktorych $mieré¢ byla spowodowana kontaktem 2z materialem. Obserwacje
mikroskopowe komoérek po ich okresie inkubacji pozwalaja rowniez okresli¢ ich morfologie
oraz stopien pokrycia powierzchni. Komoérki zywe, ktore dobrze reaguja na powierzchnig
zwigkszaja swoja objetos¢ rozptaszczajac si¢ na powierzchni, natomiast komorki, ktére nie
zaadaptowaly si¢ dobrze do powierzchni zmniejszaja z nig swoj kontakt, w rezultacie
przyjmujac posta¢ kuli. Rezultaty obrazowania komorek z wykorzystaniem mikroskopu

optycznego przedstawiono na Rys. 9.28.

f) CS/AuNPs/CS

)] csicuNps/CS ] csiagnpsics

Rys. 9.28. Morfologia komdrek MG-63 po wykonanym tescie cytotoksycznosci powfok: a) chitozanu
(CS), chitozanu modyfikowanego koloidami b) CS@AgNPs i ¢c) CS@AUNPs oraz warstw otrzymanych
metodg hybrydowg d) CSICUNPS/CS, €) CS/AgNPs/CS i f) CS/AuUNPs/CS.

Zgodnie z uzyskanymi rezultatami testow cytotoksyczno$ci i cytometrii przeplywowej,
komorki na powierzchni warstw niemodyfikowanego (Rys. 9.28.a.) oraz modyfikowanego
koloidami chitozanu (Rys. 9.28.b-c.) adaptuja si¢ prawidtowo i rozptaszczaja sie, a stopien
pokrycia badanych powierzchni jest relatywnie wysoki. Natomiast serie eksperymentalne

badanych uktadow powlok, otrzymywanych metoda hybrydowa, réznig si¢ morfologia
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1 stopniem pokrycia w zaleznosci od zastosowanych nanoczgstek metali. Najgorzej adaptujg si¢
komorki na powierzchni warstwy CS/AgNPs/CS (Rys. 9.28.e.), dla ktoérej widoczne sa
nieliczne komorki, ktore nie przyrastaja tylko formuja si¢ w ksztalt zblizone do postaci
sferycznej. Warstwa modyfikowana nanoczastkami miedzi (Rys. 9.28.d.) wykazuje posobny
charakter pokrycia i morfologii komérek MG-63 jak warstwy modyfikowane koloidami.
W przypadku z kolei struktur na bazie chitozanu i AuNPs (Rys. 9.28.f.) obserwuje si¢ bardzo
korzystne warunki do rozwoju komorek, ktore pokrywaja niemal catg powierzchnie

biomateriatu 1 dobrze si¢ adaptuja, z rezultacie zwigkszajac swoj udziat.

Jak juz nadmieniono, nowe materiaty przeznaczone do zastosowan medycznych wymagaja
oceny biozgodnos$ci. Powyzsze rezultaty testu cytotoksyczno$ci, cytometrii przeptywowe;j
i obrazowania morfologii komoérek jednoznacznie wskazuja, ze wszystkie otrzymane uktady
warstwowe maja charakter biozgodny z linig komorkowa MG-63. Jedynym pokryciem, ktory
nie spetnia wymogu biozgodnosci jest seria CS/AgNPs/CS, w ktdrej prawdopodobnie adaptacje
komorek utrudnia udziat nanoczgstek srebra o bardzo matych rozmiarach. Natomiast pozostate
warstwy wykazujg warunki korzystne dla rozwoju komoérek, mimo obecnosci nanoczastek
rowniez o niewielkich rozmiarach. Moze to by¢ spowodowane uwi¢zieniem w stalej matrycy
polimerowej chitozanu nanoczgstek miedzi i ztota, jak i otrzymanych w koloidzie AgNPs
o wigkszych rozmiarach. Uwiezienie to 1 stopniowe uwalnianie nanoczastek moga

uniemozliwia¢ komérkom eukariotycznym dostep nanoczastek metali.

9.2.9. Schemat uwalniania nanoczastek

Z definicji systemy dostarczania terapeutykow (lekow) maja za zadanie umozliwi¢
dostarczanie okreslonych substancji do okreslonych narzadow, tkanek i1 w rezultacie komorek,
w celu ich uwolnienia i absorpcji leku. Opracowywanie skutecznych systemoéw w tym zakresie
jest zatem wazne dla uzyskania odpowiedniej aktywnos$ci farmakologicznej medykamentow
oraz przezwycig¢zenie obecnie istniejacych ograniczen w tym wzgledzie, do ktérych mozna
zaliczy¢ m. in. ograniczong rozpuszczalno$¢, agregacje leku, niska biodostepnosé, staba
biodystrybucje, brak selektywnosci lub zmniejszenie skutkow ubocznych $rodkow
terapeutycznych. Ponadto waznym jest aby dostarczanie lekdw mialo ciaggly charakter
w okresie terapii, a ich steZenie bylo utrzymywane w tzw. oknie terapeutycznym, wlasciwym

dla zastosowanego celu (patrz Rozdz. 6, Rys. 6.1.). Utrzymanie bowiem stezenia leku migdzy
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wartos$cig stezenia cytotoksycznego do komorek, a minimalnym ste¢zeniem hamujacym rozwoj
bakterii jest istotne nie tylko ze wzgledu na dzialanie terapeutyczne, ale rowniez ze wzglgdu na
niebezpieczenstwo wyksztalcenia antybiotykoopornos$¢ bakterii na zastosowany lek. W tym
rozdziale zbadano i poréwnano tempo uwalniania si¢ bioaktywnych nanoczgstek metali
z matrycy chitozanu w dwoch uktadach konstrukcji warstw bionanokompozytowych,
otrzymanej z koloidu z losowym zdyspergowaniem nanoczastek oraz otrzymanej metoda
hybrydowa z uporzadkowang struktura biopolimer/nanoczastki/biopolimer. Badania
uwalniania prowadzono w roztworze symulujagcym warunki srodowiska organizmu ludzkiego

— roztworze Ringera.

Na Rys. 9.29 przedstawiono wptyw budowy warstw nanokompozytowych na uwalnianie

nanoczastek ztota z matrycy chitozanu.
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Rys. 9.29. Masa akumulacyjna (kolor zielony) oraz stgzenie (kolor czerwony) nanoczgstek zlota
uwalnianych z warstwy bionanokompozytowej otrzymanej: a) metodg hybrydowg CS/AuNPs/CS,
b) metodq depozycji z koloidu CS@AUNPS.

Uwalnianie zlota ze struktury warstwy otrzymanej metoda hybrydowa, podczas ktorej
warstwy otrzymywano sekwencyjnie (Rys. 9.29.a), miato charakter bliski liniowemu
w pierwszych trzech dniach immersji warstwy w roztworze Ringera, a masa uwolnionych form
ztota wynosita ok. 1 mg. Natomiast od 4 dnia immersji nastapit znaczny przyrost masy
uwalnianego Au (zmina liniowya) az do 14-tego dnia testu, w ktorym wyniosta 4.3 mg, co
jednoczesnie stanowi 96% uwolnionych nanoczastek zlota z warstwy. Stezenie uwolnionego
z warstwy ztota w z zaleznos$ci od dnia zawieralo si¢ w zakresie od 141 pg/ml do 195 pg/ml,
co stanowi niewielkg zmiang stezen w zalezno$ci od dnia kontaktu. Podobny charakter

uwalniania w zakresie przebiegu uwalniania miata warstwa otrzymana metoda depozycji
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z koloidu (Rys. 9.29.b). Analogicznie do warstwy CS/AuNPs/CS przez pierwsze trzy dni i1lo$¢
uwolnionych AuNPs byla w zakresie ok. 4+5 mg, warto jednak zauwazy¢, ze jest to wartos¢
blisko 5-krotnie wyzsza od pokry¢ otrzymanych metoda hybrydowa. Kolejne dni immersji
warstwy w roztworze prowadzity do gwattownego uwalniania ztota, az do wartosci 19.25 mg
odnotowanych po 14 dniach kontaktu. St¢zenia ztota w poszczegdlnych dniach inkubacji
wzrastaty $rednio o 50 ug, osiagajac w 14-tym dniu warto$¢ 1.01 mg/ml. Literaturowe dane
dotyczace uwalniana nanoczastek AuNPs z matrycy CS sg ograniczone. Przyktadowo w pracy
R. Seyedebrahimi, et al. [454] przeprowadzono test uwalniana osiggajac w pierwszym dniu
emisj¢ 20% catkowitej masy nanoczastek ztota, co odpowiada obydwu uktadom (CS@AUNPS
oraz CS/AuUNPs/CS). Natomiast szostego dnia z warstwy uwolnione zostato 50% masy ztota,
co stanowi nieco wyzszg wartos¢ w stosunku do obydwu badanych warstw z nanoczgstkami
ztota. Natomiast znacznie wyzszy postep uwalniania leku sprzezonego z AuNPs odnotowat
E. Nivethaa, et al. [455], w ktorej ztoto uwalniato si¢ w 30% pierwszego dnia, natomiast jego

calkowita ilo$¢ (500 mg) zostata uwolniona po 72 godzinach.

Analogicznej analizie uwalniania czynnika bioaktywnego z matrycy chitozanu poddano

warstwy wytworzone z udziatem nanoczastek srebra, rezultaty te zaprezentowano na Rys. 9.30.
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Rys. 9.30. Masa akumulacyjna (kolor zielony) oraz stezenie (kolor czerwony) nanoczgstek srebra
uwalnianych z warstwy bionanokompozytowej otrzymanej: a) metodg hybrydowg CS/AgNPs/CS,
b) metodq depozycji z koloidu CS@AgNPs.

Na Rys. 9.30.a. linig koloru zielonego przedstawiono akumulacyjny przyrost masy
uwolnionych form srebra (Ag® oraz Ag*). W pierwszych dwoéch dniach ich iloéé byta na

podobnym poziomie ok. 0.35 mg, w trakcie kolejnych dni masa uwolnionego srebra wzrastata
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niemal liniowo, zwigkszajac si¢ o Srednio 0.18 mg/dzien, az do wartosci 1.50 mg. Ilos¢
nanoczgstek na powierzchni¢ okreslona w kalibracji (Rodz. 8.1.4.2.3., Rys. 8.9.), przypadajaca
na godzinny proces otrzymywania, wyniosta ok. 3.9 mg. Pozwala to stwierdzi¢, ze skuteczno$¢
uwalniania nanoczastek srebra z matrycy CS wyniosta zaledwie 40%. Niska efektywnos¢
uwalniania moze mie¢ zwigzek z tendencjg do agregacji nanoczastek srebra (patrz Rodz.
9.2.1.2.2.), co moze powodowal wzrost rozmiardw nanostruktur i utrudnia¢ dyfuzje
nanoczastek w matrycy chitozanu. Zakres st¢zen form srebra uwalnianych z warstwy
CS/AgNPs/CS wynosit od 48 pg/ml do 73 pg/ml, co stanowi o unormowanym sposobie
dozowania srebra, bez znaczgco odbiegajgcych stezen w trakcie dwutygodniowego uwalniania
nanoczastek. Istotng sprawag jest rowniez warto$¢ odchylenia standardowego danych
pomiarowych w przeprowadzonych testach uwalniania, ktore zwtaszcza dla okreslenia stezenia
moze wydawac si¢ wysokie (np. dla 14 dniowego uwalniania odchylenie standardowe
prowadzonych pomiarow wynosi 20 pg/ml). Rezultat taki jest zapewne zwigzany ze
wspominanym wczesniej agregowaniem nanoczastek, charakterystycznym dla AgNPs, a co za
tym idzie mniej rownomiernym ich uwalnianiem. Drugi z badanych uktadow (CS@AgNPs,
Rys. 9.30.b.) réwniez wskazuje na stopniowy przyrost uwalnianego z warstwy srebra. Juz po
pierwszym dniu masa uwolnionych form srebra wyniosta 33.19 mg, co stanowi warto$¢ ponad
20-krotnie wyzsza niz w przypadku 14-dniowego uwalniania srebra z warstwy CS/AgNPs/CS.
W kolejnych dniach nastgpowata stabilizacja na poziomie 50+60 mg, a nastgpnie wzrost do
ok. 103 mg po 7-iu dniach i 200 mg po 14-tu dniach imersji. Zmiana stezenia Ag w pierwszym
tygodniu zanurzenia w roztworze Ringera miato przebieg na poziomie ca. 6 mg/ml, jednak
warto zwroci¢ uwage na wysokie wartosci odchylenia standardowego tych prob (ok. 5 mg/ml).
Wskazuje to na niejednorodnos$¢ uwalniania nanoczastek spowodowang zapewne losowym
rozmieszczeniem ich w matrycy biopolimeru. Natomiast uwalnianie po 14-tu dniach
charakteryzuje si¢ bardzo wysoka warto$cig oraz znacznym odchyleniem standardowym,
mianowicie 18.43+12.16 mg/ml. Moze to rowniez wskazywa¢ na niejednorodny rozktad
nanoczastek, ale rowniez na brak kontroli nad ich st¢zeniem w trakcie depozycji z koloidu,

w zwigzku z tendencja do sedymentacji czastek.

Ostatnia analiza dotyczyta uwalniania form miedzi z warstwy o budowie sekwencyjnej,
oparte] jak wczesniej prezentowane przyklady na dwoch warstwach chitozanu, pomiedzy
ktorymi umiejscowiona byla warstwa nanoczastek miedzi. Rezultaty tych badan

zaprezentowano na Rys. 9.31.
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Rys. 9.31. Masa akumulacyjna (kolor zielony) oraz stezenie (kolor czerwony) nanoczgstek miedzi
uwalnianych z warstwy bionanokompozytowej otrzymanej metodq hybrydowg CS/CuNPs/CS.

Proces otrzymywania CuNPs byl najbardziej efektywny na co wskazuje kalibracja
przedstawiona w Rodz. 8.1.4.2.4. (Rys. 8.13.) i pozwolit na uzyskanie az 17.5 mg nanoczastek
na badanej powierzchni. W trakcie pierwszych trzech dni zanurzenia w roztworze Ringera
stezenie ustabilizowalo si¢ na poziomie ok. 3.5 mg form miedzi uwolnionych pierwszego dnia.
Proces ten w trakcie kolejnych dni mial charakter prawie liniowy, z proporcjonalnym
przyrostem masy o 1 mg na kazdy jeden dzien inkubacji. Efektywnos¢ uwalniania nanoczastek
miedzi z warstwy CS/CuNPs/CS po 14 dniach wyniosta ok. 83%. Z kolei stezenie uwolnione;j
do roztworu miedzi w trakcie kolejnych dni imersji miescilo si¢ w zakresie od 1.01 mg/ml do
1.32 mg/ml. Warto jednak zwroci¢ uwagg na znaczne wartosci odchylenia standardowego tych
prob, ktore mozna powigzac z rezultatem opisanym dla nanoczgstek srebra. Mianowicie CuNPs
rowniez charakteryzujg si¢ tendencjg do agregacji (patrz Rodz. 9.2.1.3.1.), co moze przektadac
si¢ na utrudniong dyfuzje nanoczastek o wiekszych rozmiarach w matrycy CS. Nieliczng z prac
poswigcong uwalnianiu CuNPs z matrycy chitozanowej jest publikacja R. Wuana, et al. [456],
w ktoérej nanoczastki miedzi sprzgzone z herbicydem uwalniane sg w tempie ok. 2.8 ppm,
6.8 ppm i 8.5 ppm w $rodowiskach o odczynie pH odpowiednio 8.0, 5.5 i 7.0. Badania te
wskazuja jednocze$nie na mozliwosci dodatkowego sterowania uwalnianiem czynnikéw

bioaktywnych w srodowiskach o odpowiednio dobranym odczynie.

Ostatnia z opisanych powyzej warstw zostata poddana réwniez badaniu morfologii
1 sktadu z wykorzystaniem mikroskopii transmisyjnej. Warto zaznaczy¢, ze mimo licznych prob
tylko warstwa CS/CuNPs/CS przetrwata trudny proces przygotowania cienkiej folii (lameli)

z, jak sie okazato, skomplikowanego uktadu laczacego trwaly material metaliczny oraz
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biodegradowalny polimer. Rezultaty obrazowania oraz analizy chemicznej, ze szczegdlnym

uwzglednieniem lokalizacji nanoczastek w strukturze chitozanu, dla warstwy CS/CuNPs/CS
przedstawiono na Rys. 9.32.
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Rys. 9.32. Rezultaty analizy cienkiej folii wykonanej z warstwy CS/CuNPs/CS: a) obrazowania cienkiej
folii po przygotowaniu, b) obrazowaniu obszaru z widocznymi nanoczgstkami miedzi, ¢) widmo analizy

EDS, d) obrazowanie cienkiej folii z zaznaczong Sciezkq analizy liniowej i e) liniowe widmo zmian
udziatu miedzi.
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Cienka folia wycigta z warstwy CS/CuNPs/CS w celu obserwacji jej morfologii
z wykorzystaniem transmisyjnego mikroskopu transmisyjnego zostala zobrazowana na
Rys. 9.32.a. Z wykorzystaniem tej metody okre§lono grubo$¢ warstwy, ktora wyniosta
4.03 um, co dobrze odpowiada kalibracji grubos$ci chitozanu przedstawionej w Tabeli 8.2.
(Rozdz. 8.1.4.2.1.). Wysokorozdzielcze zdjecie obrazujgce nanoczastki w strukturze chitozanu
w $Srodkowe] czeSci warstwy zostato przedstawione na Rys. 9.32.b. Obraz wskazuje na
obecnos$¢ nanoczastek miedzi, co potwierdza widmo analizy jakosciowej sktadu chemicznego
obszaru zaznaczonego czerwonym kwadratem (Rys. 9.32.c). Nanoczgstki obecne s3
przewaznie w srodkowej czesci warstwy, czyli w miejscu, gdzie zostaly pierwotnie otrzymane
— pomigdzy dwoma warstwami chitozanu. Natomiast analiza liniowa sktadu chemicznego
(Rys. 9.32.e.) wzdluz $ciezki oznaczoej na zielono (Rys. 9.32.d.) wskazuje na dyfuzje
nanoczgstek w strukturze chitozanu na diugosci ok. 1 pm. Przeprowadzona analiza miata
miejsce ok. miesigca po przygotowaniu warstw, wskazuje to na migracj¢ nanoczastek
w warunkach temperatury pokojowej. Najbardziej istotnym wnioskiem ptynacym
z przeprowadzonej analizy jest obecno$¢ samorzutnych proceséw  dyfuzyjnych
w przygotowanych uktadach warstwowych, zauwazalne w relatywnie krotkim czasie. Zjawisko
to powinno zatem zosta¢ wzigte pod uwage przy projektowaniu technologii otrzymywania
warstw. Jest to szczegdlne istotne w zastosowaniach biomedycznych 1 moze skutkowac
odmiennym (niz wstepnie zatozony) profilem dostarczania czynnika bioaktywnego w miejsce
narazone na potencjalne infekcje, co powinno by¢ wziete pod uwage przy preparatyce tego

rodzaju biomateriatow wykorzystywanych w praktyce medyczne;.

Podsumowujac te czg$¢ prac badawczych mozna stwierdzi¢, ze warstwy przygotowane
z koloidow chitozanu i1 nanoczastek, czyli CS@AuNPs oraz CS@AgNPs charakteryzuja si¢
odpowiednio 5-krotnie i ponad 200-krotnie wigksza zawarto$ciag nanoczastek w swojej
strukturze w poréwnaniu z warstwami hybrydowymi (CS/AuNPs/CS i CS/AgNPs/CS).
Uwalnianie nanoczgstek i ich jonow do roztworu Ringera przebiegalo w glowniej mierze
w sposob liniowy zalezny od czasu immersji, co jednak warto zauwazy¢ to stale stezenie
uwolnionych form w pierwszych trzech dniach w przypadku warstw hybrydowych
(CS/AuNPs/CS, CS/AgNPs/CS, CS/CuNPs/CS), co jest zwigzane z obecnoscig zewnetrzne]
warstwy chitozanu. Struktura warstw hybrydowych ma réwniez wptyw na znacznie mniejsze
odchylenia standardowe uzyskanych rezultatdw w pordwnaniu z warstwami otrzymanymi

z koloidow, co przektada si¢ na precyzje systemu dozowania czynnikdéw bioaktywnych.
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Istotnym jest réwniez fakt samorzutnosci dyfuzji nanoczastek w matrycy chitozanu, co nalezy

wzig¢ pod uwagg przy projektowaniu tego typu uktadow dozowania lekow.

9.2.10. Badania antybakteryjnosci

W niniejszej pracy testy antybakteryjnosci byly wykorzystywane do okreslenia zachowania
namnozonych do fazy stacjonarnej bakterii (CFU 107+10%) w kontakcie z badanym,
potencjalnie antybakteryjnym, materialem. Warto zaznaczy¢, ze badania te s modelem in vitro
prowadzonym w warunkach oddziatywania wyizolowanego szczepu bakterii na testowany
materiat. Jednakze z reguly uzyskane rezultaty z akceptowalna doktadno$cia sa w stanie
wskazywa¢ na aktywno$¢ antybakteryjng w rzeczywistych, bardziej skomplikowanych
uktadach [457]. Do dwoch istotnych rezultatéw badan antybakteryjnosci zalicza si¢ okreslenie
minimalnego stezenia (danej substancji, np. antybiotyku) hamujacego (MIC) i minimalnego
stezenia bakteriobdjczego (MBC). Pierwsze z nich (MIC) okresla warto$¢ st¢zenia niezbednego
do zahamowania wzrostu bakterii, natomiast MBC okre$la stezenie niezbedne do eliminacji

99.9% bakterii [458].

Wskazany w poprzednim rozdziale sposob dziatania czynnikow bioaktywnych w postaci
nanoczastek metali (ztota, srebra oraz miedzi) pozwala stwierdzi¢, ze odgrywaja one kluczowa
role w aktywnosci antybakteryjnej wspominanych powlok. Tak jak przedstawiono na Rys. 6.1.
(Rozdz. 6) uzyskanie aktywnosci terapeutycznej jest mozliwe przy utrzymaniu st¢zenia danego
medium migdzy wartoscig st¢zenia cytotoksycznego dla komodrek, a minimalnym stezeniem
hamujagcym (MIC) rozwoj bakterii [459]. Rezultaty tych badan, w szczegdlnosci dotycza
wplywu warstwy chitozanu oraz warstw otrzymanych metoda depozycji koloidu na
powierzchni nitinolu na aktywno$¢ bakterii Gram-dodatnich Staphylococcus aureus oraz

Gram-ujemnych Escherichia coli, co zaprezentowano na Rys. 9.33.
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Rys. 9.33. Aktywnos¢ antybakteryjna powlok na bazie chitozanu niemodyfikowanego (CS) oraz
modyfikowanego koloidami CS@AgNPs i CS@AuUNPs w kontakcie z bakteriami S. aureus i E. coli po
24 i 48 godzinach. Wyniki przedstawiono jako wartos¢ Sredniq i odchylenie standardowe oraz
poziomami istotnosci oznaczonymi: * p < 0.001, ™ p < 0.01.

Rezultaty testu antybakteryjnosci przeprowadzonego na warstwach niemodyfikowanego
chitozanu (CS) nie przyniosty znacznych réznic w pordwnaniu z proba kontrolng, zaréwno
w kontakcie z S. aureus jak i E. coli. Podobne efekty braku efektu antybakteryjnego warstw CS
zaobserwowano w pracy [390] , w ktorej kontakt bakterii S. aureus oraz E. coli z warstwa
chitozanu na stopie Ti6AlI7Nb skutkowal wzrostem kolonii do wartosci kolejno 7.5logl0
CFU/ml i 7.2log10 CFU/ml po 24 godzinach kontaktu. Rowniez brak znaczacej aktywnosci
antybakteryjnej powlok xxx wobec szczepu E. coli (redukcja wzrostu o ok. 0.5log10 CFU/mlI

wzglgedem proby kontrolnej) zaobserwowat T. Kamal, et al. [460].

Kolejne testy wskazuja takze na brak istotnego wptywu na rozwdj bakterii Gram+ i Gram-
dla struktur CS@AuNPs, w tym przypadku widoczna jest jednak redukcja ilo$ci kolonii bakterii
0 ok. 11og10 CFU/mI (S. aureus) i 2log10 CFU/mlI (E. coli), zwtaszcza w drugim dniu inkubacji.
Niemniej jednak rezultaty te nadal wskazujg na utrzymywanie si¢ fazy stacjonarnej licznosci
bakterii. Obserwowany brak dziatania antybakteryjnego struktur CS@AuNPs jest interesujacy
w kontekscie rezultatow opisanych w pracy A. Regiel-Futyra, et al. [349], gdzie obserwowano

catkowitg eliminacje szczepow S. aureus (Gram+) i P. aeruginosa (Gram-) [349]. Nalezy
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jednak nadmieni¢, Ze testy te zostaly wykonany na cienkich warstwach otrzymanych z koloidu,
ktérego protokot otrzymywania byl identyczny z tym wykorzystanym w niniejszej pracy
doktorskiej (patrz Rozdz. 8.1.4.1.2.). Wplyw na takie zachowanie mogla mie¢ znacznie
mniejsza powierzchnia warstwy koloidu, ktora na podtozu NiTi wynosita 1.13 cm?, podczas
gdy filmy otrzymane do badania antybakteryjnosci w pracy A. Regiel-Futyra charakteryzowaty
si¢ powierzchnig 9 cm? [349]. Ograniczenie wzrostu liczno$ci bakterii S. aureus i E. coli
o ok. 10% w kontakcie z analogicznymi warstwami na bazie chitozanu z AuNPs obserwowat

réwniez K. Wang, et al. [426].

Ostatnia z analizowanych w tej serii pokry¢é jest warstwa CS@AgNPs, ktoéra
charakteryzowata si¢ najwyzsza iloscig nanoczastek, ktoére dyfundowaly do roztworu
(ok. 200 mg po 14-tu dniach imersji) sposrod wszystkich serii eksperymentalnych (patrz Rozdz.
9.2.9.). Jak mozna zaobserwowac¢ na Rys. 9.33 aktywnos$¢ antybakteryjna wspomnianych
struktur pozwolita na eliminacj¢ bakterii obydwu szczepow juz po 24 godzinach inkubacji.
Efektywne 1 niemal natychmiastowe dzialanie biobdjcze warstwa zawdzigcza szybkiemu
i efektywnemu uwalnianiu srebra z powierzchni (ok. 30 mg uwolnionych w pierwszym dniu).
Kwestig dalszych badan nad tego typu uktadami powinno by¢ okreslenie wptywu na organizm
kolejnych dawek (ilosci) srebra uwalnianego w trakcie dalszych 14 dni kontaktu. Rezultaty
skutecznego dziatania antybakteryjnego warstw otrzymywanych z koloidéw po syntezie
metoda redukcji chemicznej sa powszechne w literaturze naukowej i zostaly zestawione
w postaci Tabeli podsumowujacej ten rozdziat. Warto jednak przytoczy¢ kompleksowe badania
N. Vokhidova i S. Rashidova [413], ktore obejmowatly testy antybakteryjne przeprowadzone
na az trzynastu szczepach bakterii, z czego tylko szczep Bacillus subtilis byt odporny na

dzialanie wspomnianych warstw CS z nanoczastkami srebra.

Kolejne badania pod katem aktywnosci antybakteryjnej obejmowaly uktady warstw
otrzymywanych metoda hybrydowa, mianowicie chitozan 1 AgNPs. W obrgbie tej serii
eksperymentalnej zbadano struktury o budowie sekwencyjnej - CS/AgNPs/CS oraz te ztozone
z warstwy chitozanu oraz nanoczastek srebra (CS/AgNPs). Prace eksperymentalne
zaplanowano tak aby bylo mozliwe okreslenie aktywnosci biobdjczej warstwy zewnetrznej
(AgNPs). Analogicznie jak w przypadku poprzedniej serii testy przeprowadzono
z wykorzystaniem szczepow Staphylococcus aureus oraz Escherichia coli, jednak ze wzgledu
na niewielkie uwalniane stezenia nanoczastek wyniki wzbogacono o rezultaty po 72 godzinach

kontaktu. Rezultaty aktywnosci antybakteryjnej badanych struktur przedstawiono na Rys. 9.34.
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Czas kontaktu: Sta . ;
phylococcus aureus Escherichia coli
Bl 240 1E+12 1E+12

B 48h + et * brak zywych kolonii

+ ++4

++

I 72h

1E+10 1E+10

1E+08 1E+08

1E+06 1E+06

CFU/mL

1E+04 1E+04

1E+02 1E+02

1E+00 1E+00

Rys. 9.34. Aktywnos¢ antybakteryjna powtok otrzymanych metodq hybrydowq w uktadzie CS/AgNPs/CS
w kontakcie z bakteriami S. aureus i E. coli po 24, 48 i 72 godzinach. Wyniki przedstawiono jako wartosé¢
sredniq i odchylenie standardowe oraz poziomami istotnosci oznaczonymi: * p < 0.001, ™" p < 0.01,
¥ p<0.05.

Niezaleznie rodzaju modyfikacji w postaci ukladéw warstwowych (CS/AgNPs,
CS/AgNPs/CS) nie obserwowano aktywnosci antybakteryjnej wspomnianych pokry¢
w kontakcie ze szczepem gronkowca ztocistego (S. aureus). Wartosci ilosci kolonii bakterii na
mililitr byty niemal identyczne z proba kontrolng i charakteryzowaty faze stacjonarng bakterii.
Na takie zachowanie mogta wptyna¢ relatywnie niewielka catkowita ilo$¢ nanoczastek srebra,
ok. 1.5 mg oraz niskie ich st¢zenie dzienne, ok. 50 ug/ml (patrz Rys. 9.30.a., Rozdz. 9.2.9.).
Kontakt warstw z bakteriami szczepu E. coli wskazuje na odmienne dziatanie wspomnianego
uktadu warstw, ktorego zewnetrzng warstwe stanowity nanoczastki srebra. W tym przypadku
obserwuje si¢ sukcesywne ograniczenie ilo$ci zywych kolonii bakterii, po pierwszej dobie
wzrost ich liczno$ci zostal zahamowany do 5log10 CFU/ml, po kolejnych 24 godzinach do
3.5log10 CFU/ml, aby po 72 godzinach kontaktu stwierdzi¢ catkowitg ich eliminacje. W tym
przypadku trudno okresli¢ ilo§¢ uwolnionego srebra z powierzchni, poniewaz badania
uwalniania nie objely zakresem uktadéow dwuwarstwowych. W przypadku warstwy

CS/AgNPs/CS mozna stwierdzié, ze sprzyja ona zmniejszeniu ilosci kolonii bakterii E. coli.
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W yjeciu dziennym stezenie kolonii zmniejsza si¢ o 11og10 CFU/ml, w trzecim dniu warto$¢ ta
maleje o 2logl0 CFU/ml. Rezultat osiagniety dla 72 godzin inkubacji (7logl0 CFU/ml) nie
oznacza znacznej redukcji bakterii, natomiast w kontek$cie obserwowanego, wzmozonego
uwalniana srebra po 3 dniu inkubacji moze stanowi¢ o potencjale tych uktadow we wczesnych
etapach implantacji wszczepow. Niemniej jednak uzyskane wyniki dla tego typu uktadoéw
w dtuzszym czasie kontaktu ze srodowiskiem bakterii wskazuja, ze jest to tematyka ktdrag warto

zglebi¢ na drodze kolejnych prac badawczych.

Ostatnig z badanych serii byly warstwy otrzymywane metoda hybrydowa w uktadzie
chitozan - nanoczastki miedzi. Analogicznie do poprzedniej serii zbadano wpltyw warstw
0 budowie sekwencyjnej CS/CuNPs/CS oraz CS/CuNPs. Testy te przeprowadzono
w analogicznych warunkach z wykorzystaniem szczepow Staphylococcus aureus oraz
Escherichia coli i czasem kontaktu warstw z bakteriami (24, 48, 72 godziny), a ich rezultaty

zobrazowano na Rys. 9.35.

Czas kontaktu:  gtaphylococcus aureus Escherichia coli
B 240 1E+12 1E+12 - : .
- 48h + | brak zywych kolonii
B 72h - +

1E+10 1E+10

1E+08 1E+08

1E+06 1E+06

CFU/mL

1E+04 1E+04

1E+02 1E+02

1E+00 1E+00

Rys. 9.35. Aktywnos¢ antybakteryjna powtok otrzymanych metodg hybrydowg w uktadzie CS/CuNPs/CS
w kontakcie z bakteriami S. aureus i E. coli po 24, 48 i 72 godzinach. Wyniki przedstawiono jako wartosé
Sredniq i odchylenie standardowe oraz poziomami istotnosci oznaczonymi: *p < 0.001.
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Warstwy hybrydowe na bazie chitozanu i nanoczastek miedzi stanowity uktady, ktore
charakteryzowaly si¢ najwyzszag masg uwolnionych nanoczastek sposrod warstw
wytworzonych metoda hybrydowa. W ciggu 2-tygodniowego testu z powierzchni
CS/CuNPs/CS zostato uwolnionych tacznie ok. 15 mg miedzi. Pierwszg z analizowanych serii
byt uktad CS/CuNPs, dla ktérego w poréwnaniu do proby kontrolnej, obserwowano obnizenie
stezenia kolonii obydwu szczepow bakterii. Zmiany te nastgpowaty wraz z kazdym kolejnym
dniem inkubacji o ok. jeden rzad wielko$ci, jednak po trzech dniach inkubacji st¢zenia
pozostawaty nadal na wysokim poziomie, charakterystycznym dla fazy stacjonarnej rozwoju
bakterii, podobnie jak miato to miejsce w przypadku modyfikacji stopu NiTi z otrzymaniem
CS/AgNPs/CS i kontakcie powierzchni ze szczepem E. coli. Niemniej jednak modyfikacja
CS/CuNPs/CS charakteryzuje si¢ znaczng aktywno$cig antybakteryjng wobec szczepu
S. aureus, ograniczajac wzrost stezenia kolonii do k. 3.5logl0 CFU/ml po 24 godzinach
inkubacji, 3.11ogl0 CFU/ml po 48h, ostatecznie osiagajac wartos¢ 2.8logl0 CFU/ml, co
stanowi o osiggnieciu progu minimalnego stezenia hamujacego na poziomie 3.7mg/ml. Wptyw
wspomnianych struktur na Gram- szczep E. coli miat jeszcze skuteczniejszy przebieg poniewaz
juz po pierwszej dobie obserwowano eliminacj¢ wszystkich bakterii, a zatem osiagni¢to cel
minimalnego stg¢zenia bakteriobojczego, przy stezeniu 3.6 mg/ml medium. Odnoszac si¢ do
danych literaturowych, wartosci te sa znacznie wyzsze od tych opublikowanych przez Y. Li,
et al. [462] dla warstw na bazie koloidu chitozanu z CuNPs, ktore wyniosty odpowiednio
1.17 pg/ml (MIC) 1 2.34 pg/ml (MBC) dla S. aureus oraz 0.59 pg/ml (MIC)11.17 pg/ml (MIC)
dla E. coli. Na taki efekt, jak rowniez na ograniczong aktywno$¢ antybakteryjng warstw
CS/CuNPs, dla ktorych warstwe wierzchnig stanowity nanoczastki miedzi, mogto wptynaé
utlenianie wspomnianych nanostruktur, ktore obserwuje si¢ na Rys. 9.18. (patrz Rozdz.
9.2.1.3.). Dla nanoczastek CuO warto$ci parametrow MIC sg wyzsze, o czym $wiadcza m. in.
badania prowadzone przez A. Shehabeldine, et al. [463], ktory okreslit te wartosci dla E. coli
na poziomie 3.12 pg/mL, natomiast dla S. aureus ok. 12.5 pg/mL. Niezaleznie jednak od
wartos$ci stgzen warto zauwazy¢, ze warstwa CS/CuNPs/CS skutecznie hamuje rozwdj bakterii

gronkowca ztocistego oraz eliminuje bakteri¢ pateczki okr¢znicy.

W celach pogladowych na temat antybakteryjnego dziatania tego typu ukladow
warstwowych w Tabeli 9.6. zestawiono aktualne doniesienia literaturowe obejmujgce warstwy

na bazie CS z dodatkiem nanoczastek zlota, srebra oraz miedzi.
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Tabela 9.6. Zestawienie wybranych rezultatow prac opisujgcych wytwarzanie warstw na bazie chitozanu z nanoczgstkami zlota, srebra i miedzi, dane obejmujg
rozmiary nanoczgstek i aktywnoscig antybakteryjng badanych warstw

Warstwa Rozmla,ry na,n oczastek Szczep bakterii Aktywnos_c s Literatura
(Srednica) antybakteryjna
Warstwy CS z dodatkiem nanoczastek zlota
Warstwy 7+ 45 nm S. aureus brak Praca doktorska
CS@AUNPs (18.5+ 7.2 nm) E. coli brak [327]
. 10+ 15 nm S. aureus 12 +15mm
Pl ES - AU ) P. aeruginosa 7+ 12 mm [409]
. - S. aureus 100%
Folie CS - AuNPs (16 + 4 nm) P. aeruginosa 100% [349]
Folie CS - AUNPs Bd. S. aureus 100% [443]
. - S. aureus 99.94%
Fol - AuNP . 464
olie CS - AuNPs (34.6 + 0.5 nm) E. coli 96.26% [464]
B. cereus 23.12 £ 0.52 mm
. - S. aureus 16.71 £ 1.04 mm
Folie CS - AuNPs (15.51:£2.71nm) S. enterica 10.93 + 1.23 mm [465]
E. coli 12.52 +£0.52 mm
Warstwy CS z dodatkiem nanoczastek srebra
5+27 nm S. aureus 100% Praca doktorska
CH@RENE (10.5 £ 6.8 nm) E. coli 100% [327]
5+45nm S. aureus Brak
CSIAg (20.5 + 9.6 nm) E. coli 100% Praca doktorska
5+45nm S. aureus Brak
CS/IAgNPs/CS (20.5 £ 9.6 nm) E coli 30% Praca doktorska

® Podana warto$¢ w Tabeli odnosi sie do wartosci gestosci optycznej OD [-], ograniczenia wzrostu bakterii [%], pomiaru strefy zahamowania wzrostu [mm] lub warto$ci
stezenia MBC lub MIC [pg/ml].
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. 10 =25 nm S. aureus 9+ 18 mm
Folie CS - AgNPs ) P. aeruginosa 11+ 15 mm [409]
Folie CS - AgNPs 10 ?)0 nm E. coli 100% [466]
. i - P. aeruginosa 32 +43 mm
Folie CS - AgNPs (ca. 20 nm) S. aureus 36 +49 mm [467]
. ) S. aureus 120 pg/mL,
Folie CS - AgNPs Bd. E coli 120 pg/mL [461]
Staph.aureus 15.0+0.2 mm
St.epidermidis 5.0+£0.1 mm
St.saprofticus 15.0+0.2 mm
Str. Pyogens 5.0£0.1 mm
Ent.faecalis 5.0+£0.1 mm
Folie CS - AgNPs - Esch. Coli 15.0+0.2 mm [413]
stabilizowanym sodem (10.30 nm) Esch. Coli 10.0£0.1 mm
Prot. Vulgaris 5.0+£0.1 mm
Klebsiella 20.0+£0.4 mm
Ps. Aerogenosa 5.0£0.1 mm
Actinomycetae 20.0+0.4 mm
Bac.subtilis 0 mm
Folie CS - AgNPs ngnoczqstkl 12 = 38 nm E coli 5-9mm
otrzymane metodg biosyntezy 0 S, aureus 3-5mm [468]
z udziatem ekstraktu z herbaty ' '
B. Subtilis 3+15mm
. 2+15nm S. aureus 3+12mm
Filmy CS - AgNPs ) E coli 6= 19 mm [469]
P. areuginosa 9+17mm
Warstwy
5+35 nm L
CS - AgNPs (14.15 + 5.44 nm) P. gingivalis ODasp 0.05 [399]
na tytanie
. >50 nm S. aureus 1.04 ~1.23 mm
Filmy CS - AgNPs ) E. coli 1.89 = 2.57 mm [39]
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CS/CuNPs

CS/CuNPs/CS

Membrany na bazie cienkich
filméw chitozanu z CuNPs

Warstwy kompozytowe
chitozan - CuNPs

Warstwy
CS - CuNPs

Filmy CS - CuNPs

Warstwy CS z dodatkiem nanoczgstek miedzi

3+ 7nm
(5.4+£0.8 nm)

3+ 7nm
(5.4+£0.8 nm)

10+50 nm

()
Bd.

633 nm
(1146 nm)

(ca. 8.11 nm)

S. aureus
E. coli
S. aureus
E. coli

E. coli

S. aureus
B. subtilis
E. coli
P. aeruginosa
S. aureus
E. coli

S. aureus
E. coli

20%
40%
70%
100%

99%

2.34 mg/mL
0.29 mg/mL
1.17 mg/mL
1.17 mg/mL
100%
ok. 30%
6+ 19 mm
3.5+ 8 mm

Praca doktorska

Praca doktorska

[470]

[462]

[444]

[471]
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Jak juz wczesniej wspomniano, rezultaty uzyskane w niniejszej pracy doktorskiej wskazujg
na brak dziatania antybakteryjnego w przypadku modyfikacji powierzchni stopu z otrzymaniem
warstw CS@AUNPs, podczas gdy rezultaty prezentowane w przedstawionej literaturze
wskazujg na dzialanie antybakteryjne pozwalajace na catkowita redukcje bakterii zaréwno
Gram(+), jak i Gram(-). Bardzo podobne rozmiary nanoczastek w pracy np. A. Regiel-Futyra,
et al. [349], ale rowniez duzo wigkszy zakres rozmiarow tych struktur w innych pracach
wskazuja, ze w tym przypadku wielko$¢ nanoczastek nie wplywata znaczaco na aktywno$¢
antybakteryjng. Co jednak istotne w kontek$cie wlasciwosci antybakteryjnych AuNPs ich
wspierajaca rola w aktywnosci antybakteryjnej, a nie bezposrednie dziatanie biobojcze.
Zwigzane jest to z procesami bakteriobdjczymi opisanymi w rozdziale 5.2, ktore muszg by¢
aktywowane przez wplyw innej substancji antybakteryjnej, jaka w przypadku otrzymanych

warstw miat by¢ chitozan.

W  prezentowanym  zestawieniu  najszerzej reprezentowana grupa  struktur
biokompozytowych byty folie na bazie chitozanu i nanoczastek srebra. Uzyskane rezultaty
w niniejszej pracy doktorskiej stanowily o skutecznosci bakteriobdjczej warstw CS@AgNPs
w kontakcie z obydwoma rodzajami bakterii oraz dziataniu antybakteryjnym warstwy
CS/AgNPs i ograniczeniu wzrostu kolonii E. coli w przypadku warstw CS/AgNPs/CS.
Zestawione w Tabeli przyklady doniesien potwierdzajg aktywno$¢ antybakteryjng warstw
z dodatkiem AgNPs, ktora w wickszosci przypadkow jest wyzsza wraz z zmniejszajacym si¢
rozmiarem nanoczastek, czego nie wykazuja uzyskane wyniki zwlaszcza w kontakcie

z gronkowcem zlocistym.

Na podstawie przeprowadzonych testOw mozna roéwniez stwierdzi¢, ze rdwniez rozmiar
nanoczastek miedzi nie wplynat znaczaco na ich aktywnos$¢ antybakteryjna cho¢ warstwy
CS/CuNPs/CS charakteryzuja si¢ bardzo dobrym efektem antybakteryjnym w kontakcie
z E. coli oraz znaczacym ograniczeniem ilosci kolonii S. aureus. Aktywno$¢ ta w znacznie
mniejszym stopniu, ale rowniez dotyczy struktur CS/CuNPs. Niewielka ilo$¢ publikacji
obejmujgca badanie aktywnosci antybakteryjnej warstw CS-CuNPs wskazywa¢ moze na
stosunkowo niewielkie zainteresowanie tym tematem, jednakze uzyskane w tej pracy

doktorskiej wyniki $wiadczg o skutecznosci CuNPs jako czynnika antybakteryjnego.
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10.Podsumowanie i wnioski

Rozprawa doktorska dotyczy funkcjonalizacji powierzchni stopu NiTi do zastosowan
w implantologii i obejmuje dwa gléwne zagadnienia, mianowicie (i) modyfikacje powierzchni
nitinolu w réznych srodowiskach chemicznych oraz (ii) procesy otrzymywania warstw na bazie
chitozanu z dodatkiem nanoczgstek wybranych metali. W tym ostatnim przypadku synteze
prowadzono z wykorzystaniem redukcji chemicznej lub kondensacji w reaktorze z dzialem
magnetronowym w obecnos$ci gazu obojetnego. Podejscia te implikowaly réznice w rozktadzie
nanoczagstek w matrycy chitozanu, co réwniez stanowilo zagadnienia badawcze podjcte

niniejszej rozprawie.

W odniesieniu do pierwszej czgsci przeprowadzonych prac eksperymentalnych w zakresie
modyfikacji  powierzchni  wspomnianego stopu w  $rodowiskach  chemicznych
z wykorzystaniem 2.3% NH3/13.6% H>O> (seria CE_1), 66.5% H2S04/9.0% H.O (seria
CE_2), 2.5% HCI/14.0% HNOs (seria CE_3) oraz 10.3% NHa3/5.3% H>O> (seria CE_4)

w czasie 15, 30 1 60 minut trawienia mozna stwierdzié, ze:

l. zardbwno sktad mieszanin jak i czas trawienia wptywa znaczgco na sktad chemiczny
powierzchni modyfikowanego stopu NiTi, a dobor odpowiedniego srodowiska jest
niezwykle istotny w konteks$cie procesu utleniania wolnych metali do postaci
tlenkowej, ktore to w rezultacie stanowig bariere ochronng stopu. Uzyskane wyniki
pozwalaja stwierdzi¢, ze Srodowiskiem chemicznym sprzyjajacym catkowitej
oksydacji wolnego tytanu i niklu jest mieszanina 2.3% NH3/13.6% H20 (seria
CE_1), przy czasie trawienia 30 minut i temperaturze 70 °C, co jednoczes$nie jest

potwierdzeniem tezy (i) z rozdziatu 7;

Il. modyfikacja powierzchni stopu NiTi w roztworze 2.3% NH3/13.6% H.O; przez
30 minut i w temperaturze 70°C, prowadzi do uzyskania chropowatosci stopu na
poziomie 14.4 nm (Ra) i zwilzalno$ci powierzchni (84°), co jest korzystnie dla

proliferacji komorek i ograniczenia namnazania si¢ bakterii;

I1. obrobka chemiczna powierzchni oraz proces aktywacji plazmochemicznej
pozwolity na zapewnienie wiasciwych warunkéw do otrzymania jednorodnych,
chemicznie ciagtych warstw na bazie chitozanu, co jest potwierdzeniem tezy (ii)

z rozdzialu 7;

W toku realizacji kolejnych zagadnien badawczych scharakteryzowano i poddano analizie
warstwy na bazie niemodyfikowanego CS oraz te na bazie koloidéw i otrzymane na drodze

181



redukcji chemicznej (CS@AuNPs i CS@AgNPs), jak rowniez warstwy o budowie

sekwencyjnej wytworzone metoda hybrydowa (na bazie chitozanu i nanoczastek zlota -

CS/AUNPS/CS, srebra - CS/AgNPs/CS oraz miedzi - CS/CuNPs/CS). Na podstawie

uzyskanych rezultatow mozna stwierdzi¢, ze:

V.

VI.

VII.

VIII.

otrzymane warstwy biopolimeru modyfikowanego nanoczastkami pozwolity na
uzyskanie wyzszych wartosci gestosci pradu przebicia warstwy ochronnej stopu
NiTi (do ok. 2.08 - 10* mA/cm?). Z kolei stabilno$¢ wartosci potencjalu w funkcji
czasu dla pokry¢ CS@AuNPs oraz CS/CuNPs/CS wskazuje na skuteczng ochrong

korozyjna stopu, co stanowi potwierdzenie tezy (iii) z rozdzialu 7;

prowadzone modyfikacje powierzchni stopu (z wyjatkiem struktur CS/AgNPs/CS)
charakteryzuja si¢ biozgodnoscia z linig komorkowa MG-63, ponadto modyfikacja
z otrzymaniem CS/AuNPs/CS wskazuje na potencjalne dzialanie osteoindukcyjne,
stymulujace wzrost komorek na powierzchni, co jest potwierdzeniem tezy (iv)

z rozdzialu 7,

w przypadku warstw CS/CuNPs/CS 1 CS@AgNPs mozna stwierdzié, ze
charakteryzujg si¢ one dziataniem antybakteryjnym w kontakcie z bakteriami E. coli
i S. aureus, natomiast struktury typu CS/CuNPs i CS/AgNPs/CS wykazuja dziatanie

bakteriostatyczne, co jest potwierdzeniem tezy (v) z rozdziatu 7,

sekwencyjna budowa pokry¢ (na bazie chitozanu i warstw nanoczgstek metali)
pozwala na kontrolowane uwalnianie nanoczastek, o niewielkim i statym w okresie
14 dni stgzeniu, z matrycy biopolimerowej, co jest potwierdzeniem tezy (Vi)

z rozdzialu 7

wybrane warstwy na bazie chitozanu modyfikowanego nanoczastkami
(w szczegdlnosci CS/AuNPs/CS i CS/CuNPs/CS) charakteryzuja si¢ zgodno$cia
komorkowa, zabezpieczaja powierzchni¢ stopu NiTi przed korozja, wykazuja
dziatanie antybakteryjne oraz cechuje je stopniowy model uwalniania niewielkiej,
ale skutecznej ilosci nanoczastek. Zatem procesy jednostkowe prowadzace do ich
otrzymywania mogg stanowi¢ sktadowe technologii wytwarzania tego typu pokry¢

powierzchni stopu NiTi, co jest potwierdzeniem tezy (vii) z rozdziatu 7;

182



IX.  mozliwo$¢ ksztaltowania w procesie hybrydowego otrzymywania warstw
sekwencyjnych m. in. grubo$ci warstw CS oraz ilosci otrzymywanych nanoczastek
pozwala na otrzymywanie uktadow dostosowanych do indywidualnych potrzeb

pacjentow.

Podsumowujac mozna stwierdzié, ze zaplanowane i analizowane w niniejszej rozprawie
doktorskiej procesy prowadzace do modyfikacji powierzchni nitinolu w $§rodowiskach
chemicznych, w okreslonych warunkach prowadza do ograniczenia obecnosci wolnych form
metali na powierzchni, zapewniajac przyjazne srodowisko do rozwoju komorek oraz korzystne
warunki do otrzymywania stabilnych i trwatych powlok w kolejnych etapach procesu obrobki.
Z kolei warstwy na bazie chitozanu z dodatkiem nanoczastek metali charakteryzujg si¢
biozgodnos$cig, antybakteryjnoscia, z charakterystycznym kontrolowanym uwalnianiem
czynnika bioaktywnego oraz szeregiem innych parametréw, ktore sa niezbedne do oceny

materialu jako bezpiecznego, biozgodnego i funkcjonalnego produktu implantacyjnego.

Szczegolnie obiecujaca modyfikacje stanowi warstwa CS/CuNPs/CS, ktora charakteryzuje
si¢ antybakteryjnoscia, biozgodnoscig czy tez profilem uwalniania nanoczastek pozwalajacym
na 14-dniowg terapi¢ z wykorzystaniem tej modyfikacji. Natomiast w kontekscie innych
potencjalnych zastosowan warstwa CS/AuNPs/CS charakteryzuje si¢ przyrostem komorek na
powierzchni wyzszym niz warto$¢ dla proby kontrolnej, co moze stanowi¢ korzystne

srodowisko dla rusztowan komérkowych.

Rezultaty przedstawione w niniejszej pracy wskazuja rowniez na szeroki zakres mozliwosci
dalszego rozwijania systemow warstwowych bazujacych na testowanych strukturach. Mozliwe
$ciezki rozwoju tego typu pokry¢ moga obejmowaé systemy o wigkszej ilosci naktadanych
cienszych warstw chitozanu 1 nanoczastek w celu zwigkszenia dawki terapeutyczne;,
wykorzystania innych polimerow o innym czasie degradacji i wspotczynniku dyfuzji
(np. fibroiny, alginianu), jak rowniez wykorzystanie nanoczastek bimetalicznych, ktore moga
prowadzi¢ do wyzszej aktywnosci antybakteryjnej przy zastosowaniu mniejszych stezen.
Niewatpliwie sg to zagadnienia, ktérych kontynuacja moze przynies¢ nowe i skuteczne

rozwigzania dla rozwoju inzynierii biomateriatow.
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