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Wybrane metody badan
cienkich warstw ceramicznych
na stopach magnezu

Wprowadzenie

Stopy magnezu, ze wzgledu
na bardzo dobre wtasnosci
mechaniczne (przede wszyst-
kim wytrzymatosciowe), jak
i niskg gesto$¢ samego ma-
gnezu (réwna 1,74 g/cm3),
znalazty zastosowanie w wielu
gateziach przemystu. Umoz-
liwito to rozwdj technologii
wytwarzania i obrébki sto-
péw na osnowie magnezu.
W ostatnich latach materiaty
te przyciagaja duzg uwage ze
wzgledu na doskonaty bio-
zgodnos¢ i biodegradacje;
wiasnosci te sprawiajg, ze sto-
py magnezu s dobrymi kan-
dydatami na krétkookresowe
implanty medyczne (resorbo-
walne). Niestety wada stopéw
magnezu jest postepujaca -
pod wptywem ptynéw ustro-
jowych - korozja. Proces ich
roztwarzania jest zbyt szybki,
by mozna byto zastosowac
je w stanie wyjsciowym. Dla-
tego, w celu zwiekszenia od-
pornosci korozyjnej stopow
magnezu, oprocz stosowania
odpowiednich dodatkéw sto-
powych, na ich powierzchnie
nanoszone s3 rézne powtoki/
warstwy ochronne. Warstwa
taka musi by¢ wykonana
z materiatu o bardzo dobrych
wtasnosciach korozyjnych,
odpowiednich wtasnosciach
wytrzymatosciowych oraz
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musi charakteryzowac sie bio-
zgodnoscia z organizmem.
Materiatami coraz czesciej wy-
korzystywanymi na powtoki
ochronne implantéw s3 po-
wtoki ceramiczne typu: ZnO,
Zr0O,, TiO, czy MgO. Posiadaja
one wiele zalet oczekiwanych
w inzynierii biomedycznej, jak
np. tatwos¢ przerastania natu-
ralnymi tkankami, co w kon-
sekwencji pozwala na dobre
potaczenie miedzy implan-
tem, a zywa tkanka. Poza tym,
charakteryzuja sie duza twar-
doscia: moga by¢ stosowane
tam, gdzie wystepuje tarcie
w ruchu posuwisto-zwrotnym
lub obrotowym oraz wydtu-
Zaja zywotnos¢ elementow,
ktére znajduja sie na ich sty-
ku [1,2]. Warstwy/powtoki
ceramiczne mozna nanosic
na materiat podtoza réznymi
metodami. Bardzo popularne
s3 procesy magnetronowego
rozpylania i zol-zel.

Wybrane metody nanosze-
nia warstw ceramicznych

Do najczesciej stosowanych
metod nanoszenia warstw ce-
ramicznych zalicza sie procesy
osadzania zfazy gazowej (ang.
Physical Vapour Deposition,
PVD) i metody zol-zel. Proce-
sy PVD osadzania warstw/po-
wtok ceramicznych obejmuja
3 metody: naparowanie, na-

pylanie i rozpylanie. Wspdlna
cechg wszystkich odmian me-
tody jest krystalizacja powtoki
otrzymywanej z plazmy na
zimnym lub podgrzanym do
temperatury 500°C podtozu.
Zastosowanie niskiej tem-
peratury procesu nie powodu-
je zmian fazowych w materiale
podtoza. Umozliwia to otrzy-
manie odmiennych parame-
trow warstw/powtok bez inge-
rencji w wewnetrzng strukture
materiatu bazowego. Jakos¢
procesu, a takze charakter ad-
hezyjny potaczenia powtoka
— podtoze zalezg od czystosci
powierzchni i jakosci przygo-
towania podtoza.

Rozpylanie w polu magne-
tycznym zapewnia wydtuze-
nie drogi swobodnej elektro-
noéw, a tym samym wyzsze
gestosci pradu jonowego
niz przy prostym rozpylaniu,
z réwnoczesnym obnizeniem
cis$nienia w komorze. Bom-
bardowanie jonowe sprzyja
tworzeniu zdefektowanej
punktowo powierzchni pod-
toza oraz narastaniu warstwy,
co ma bezposredni wptyw na
site wiazania [3,4]. Do wytwo-
rzenia warstwy ceramicznej
uzywane sg zazwyczaj tarcze
zawierajace $cisle okreslona
ilo$¢ sktadnikéw. W metodach
opierajacych sie na rozpyla-
niu stosowane s3 m.in. jony

argonu, ktére przyspieszane
sq w kierunku katody, a na-
stepnie - na skutek zderzen
jondéw z tarcza — odrywaja sie
i dyfundujg oraz ostatecznie
osadzaja sie na podtozu.
Dobra jakos¢ powtok cera-
micznych nanoszonych me-
toda rozpylania magnetro-
nowego na stopy magnezu
mozna uzyskac¢ wykorzystujac
urzadzenie firmy Kurt J. Lesker
PVD 75.

Metoda zol-zel jest drugg po-
wszechnie stosowang metoda
nanoszenia warstw/powtok
ceramicznych na stopy ma-
gnezu. Jest rozpatrywana jako
metoda syntezy chemicznej
materiatdw nieorganicznych
i niemetalicznych [5]. Nano-
szenie warstw/powtok meto-
da zol-zel moze odbywac sie
nastepujacymi technikami:
zanurzeniowg, ciagtego na-
noszenia zanurzeniowego,
wirowania oraz natryskiwania.
W procesie tym przygotowuje
sie zole, czyli roztwory kolo-
idalne (jako efekt hydrolizy
i kondensacji zastosowanych
prekursoréw). Proces konden-
sacji zrownoczesnym odparo-
waniem rozpuszczalnika pro-
wadzi do powstania zelu. Tak
otrzymang powtoke poddaje
sie operacji wyzarzania.
Naniesiona powfoka/war-
stwa ceramiczna moze miec
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Rys. 1. Morfologia powierzchni (a) i analiza fazowa (b) warstwy ZnO (o grubosci 150nm), naniesionej metoda PVD na
stop MgCa2Zn1Gd3. Widoczne ziarna (a) majg rozng wielkos¢ i wyraznie zaznaczone granice; brak widocznych nie-
ciggtosci powierzchni w postaci peknieé. Dyfraktogram rentgenowski uzyskany w geometrii statego kata padania (b)
z wyraznymi refleksami pochodzacymi od faz aMg i ZnO

strukture amorficzng albo
krystaliczna. Zaletami meto-
dy sa przede wszystkim: niska
temperatura procesu (zazwy-
czaj temperatura pokojowa)
oraz bardzo wysoka czysto$c¢
reagentéw. Wada natomiast
jest otrzymywanie — na skutek
skurczu materiatu — porowa-
tych powtok [5]. Niewatpliwie
czasochtonnos¢ i mata powta-
rzalno$¢ procesu sa kolejnymi
minusami metody zol-zel. Po-
rowatosc¢ otrzymanych warstw
jest ograniczeniem przy stoso-
waniu ich jako ochron przeciw-
korozyjnych, natomiast zaleta
przy proliferacji (hamnazaniu)
komorek, w przypadku wyko-
rzystania otrzymanych tg me-
toda warstw w medycynie.

W sytuacji nanoszenia warstw
TiO,, do przygotowania zolu
mozna uzyc¢ tetraizoproksy-
du tytanu. Pozostatymi re-
agentami moga by¢: etanol,
izopropanol i kwas solny. Czas
mieszania powinien wynosi¢
przynajmniej 24 h. Bardzo do-

bre efekty dotyczace jakosci
nanoszonej warstwy mozna
uzyska¢ stosujac do procesu
powlekania wirowego spin-co-
ater firmy Laurell Technologies.
Po procesie powlekania meto-
da zol-zel, prébki z naniesiona
warstwa powinny by¢ podda-
ne operacji wyzarzania w at-
mosferze ochronnej (np. Ar),
w temperaturach 200-400°C,
w czasie od 2 do 4 h. Grubos¢
otrzymanych warstw mozna
regulowac stosujac rézne pa-
rametry procesu oraz powta-
rzajac kilkakrotnie proces na-
noszenia warstw.

Metody badan materiatow
potencjalnie przeznaczo-
nych do zastosowan biome-
dycznych

Materiaty przeznaczone na
implanty medyczne powinny
przejs¢ szereg restrykcyjnych
badan, do ktérych zalicza sie
m.in. [6,71]:

« obserwacje struktury (po-
wierzchni),

« analize skfadu chemicznego
i fazowego,

» badania wifasnosci mecha-
nicznych (m.in. préby wytrzy-
matosciowe: wytrzymatosc
na $ciskanie, zginanie, rozcia-
ganie),

« badania wtasnosci trybolo-
gicznych (m.in. badanie od-
pornosci na zuzycie $cierne),
 badania korozyjne: elektro-
chemiczne i zanurzeniowe,
badania biologiczne.
Istotnym kryterium dobo-
ru materiatéw na implanty
jest takze pomiar grubosci
warstw/powtok nanoszonych
na odpowiednie podtoze.
Czes¢ z tych badan realizo-
wana jest przy uzyciu stan-
dardowych, powszechnie
wykorzystywanych metod.
Natomiast niektdre z nich maja
zastosowanie tylko do bioma-
teriatdw (np. badania biolo-
giczne). W przypadku warstw
ceramicznych, ocene morfolo-
gii powierzchni (ciggtos¢ war-
stwy/powtoki, wielkos¢ ziaren,

ich rozktad) mozna przeprowa-
dzi¢ za pomoca: mikroskopii
optycznej, elektronowej mi-
kroskopii skaningowej (Rys. 1)
oraz transmisyjnej [8,9]. Nalezy
réwniez przeprowadzi¢ ocene
powierzchni (w tym topografii
powierzchni) przy uzyciu: mi-
kroskopii skaningowej tune-
lowej, mikroskopii sit atomo-
wych (Rys. 2) czy mikroskopii
konfokalnej [8,10]. Badania
powierzchni biomateriatu sg
istotne w celu okreslenia cech
ilosciowych opisujacych nie-
réwnomiernos$¢ powierzchni,
takich jak falistos¢ czy chro-
powatos¢. Mata chropowatosc
warstw ceramicznych jest waz-
nym parametrem przy ocenie
wiasnosci korozyjnych czy po-
miarze grubosci warstw. Ma-
teriat biomedyczny powinien
réwniez zosta¢ poddany bada-
niom korozyjnym, elektroche-
micznym i zanurzeniowym,
prowadzonym w odpowied-
nich warunkach: w temperatu-
rze 37°C, w srodowisku ptynow
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Rys. 2. Obrazy topografii powierzchni: a) obraz 2D warstwy ZnO naniesionej metodgq PVD na stop MgCa2Zn1Gd3 (gru-
bos¢ okoto 150nm; R, (ang. Roughness average — chropowato$¢ Srednia arytmetyczna) = 14,3nm); b) odwzorowanie
3D obrazu topografii powierzchni warstwy TiO, naniesionej metodq zol-zel na stop MgCa4Zn1Gd1l (grubos¢ okoto

300nm; R, = 20,3nm)

symulujacych ptyny ustrojowe
(stanowigcych mieszaniny
m.in. chlorkéw, weglanodw, fos-
foranow, siarczkow itp.).

Do najwazniejszych roztwo-
row korozyjnych wykorzysty-
wanych w badaniach bioma-
teriatow zalicza sie roztwory:

Ringera, Tyrode’a, Hanka, sol
fizjologicznga itp. Szybkos¢ ko-
rozji wyznacza sie za pomocg
potencjatu obwodu otwar-
tego, krzywych polaryzacji
potencjodynamicznej (Rys. 3)
czy ilosci uwolnionego wo-
doru [11].
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Metody pomiaru grubosci
warstw nanometrycznych

Jednym z gtéwnych parame-
trow okreslajacych warstwy/
powtoki jest ich grubos¢. Po-
miary grubosci warstw cera-
micznych mozna wykonywac
wieloma metodami, chociaz

znacznie trudniejsze jest doko-
nywanie pomiaru powtok cien-
kowarstwowych. Dla uzyska-
nia poréwnywalnosci wynikow
stosuje sie zazwyczaj kilka me-
tod pomiaru grubosci z uwagi
na to, ze kazda z nich obar-
czona jest pewnym bfedem.
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Rys. 3. Krzywe polaryzacji potencjodynamicznej otrzymane w roztworze Ringera, w temperaturze 37°C dla stopu
MgCa2zZn1Gd3 i warstw: a) ZnO (grubos¢ okoto 150nm); b) TiO, (grubos¢ okofo 180nm). Wyrazne przesuniecie po-
tencjatu korozyjnego w kierunku wartosci dodatnich oraz nizsze wartosci pradu korozyjnego dla naniesionych warstw
moga sugerowac wiekszgq odpornosé¢ korozyjng stopu z naniesiong warstwag
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Metody te réznig sie procedu-
rami pomiarowymi oraz wy-
korzystanymi urzadzeniami
badawczymi. Sposréd zna-
nych metod pomiaru grubosci
warstw ceramicznych (m.in.
metoda wagowa, metoda
pomiaru grubosci przetomu
prébki z naniesiong powto-
ka, metoda prazkow interfe-
rencyjnych réwnej grubosci,
metoda pomiaru kwarcowym
miernikiem grubosci, metoda
dyfrakcji promieniowania X),
na uwage zastuguje metoda
elipsometryczna [12]. Wyko-
rzystuje ona informacje za-
warte w spolaryzowanej wigz-
ce $wiatta, ktére moze byc
odbite od powierzchni prébki,
absorbowane lub transmito-
wane przez prébke. Wigzka
Swiatta, ktéra pada na bada-
na prébke ma postac¢ falowg
i sktada sie z pola magne-
tycznego oraz elektrycznego,
ustawionych wzgledem siebie
pod katem 90°. Spolaryzowa-
na fale elektromagnetyczng
mozna przedstawi¢ w postaci
dwdch funkgji sinusoidalnych
rozchodzacych sie wzdtuz
jednej z osi uktadu wspotrzed-
nych na dwéch réznych ptasz-
czyznach tworzonych przez
te 0$ z jedng z dwdch pozo-
statych osi. Do cech jakoscio-
wych fali elektromagnetycz-
nej zalicza sie: dtugos¢ fali A
(odlegtos$¢ mierzona zgodnie
z kierunkiem rozchodzenia sie
fali miedzy dwoma punktami
znajdujacymi sie od siebie
w odlegtosci jednego petnego
cyklu funkgji), czestotliwosc¢ v
(ilo$¢ drgan jakie wykonuje
fala w pewnym okresie czasu),
liczbe falowa (liczbe drgan,
jakie wykonuje fala w przeli-
czeniu na odcinek dtugosci).
Oprécz cech jakosciowych,

fala elektromagnetyczna cha-
rakteryzowana jest cechami
iloSciowymi (gestos¢ promie-
niowania i intensywnos¢ pro-
mieniowania) [12].

W badaniach elipsometrycz-
nych wykorzystuje sie zjawi-
sko interferencji zrodta pada-
jacego i odbitego od cienkiej
warstwy. Podczas oddziaty-
wania Swiatta z materiatem
nie dochodzi do zmiany cech
jakosciowych fali, zmianie ule-
ga jedynie kierunek propaga-
¢ji fali oraz natezenie $wiatta.
Fala odbija sie od powierzch-
ni materiatu dyfuzyjnie oraz
zwierciadlanie. Odbicie dyfu-
zyjne zachodzi wéwczas gdy
materiat jest chropowaty, na-
tomiast odbicie zwierciadlane
ma miejsce w przypadku ma-
teriatu charakteryzujacego sie
duza gtadkoscia.

Do pomiaru grubosci warstw/
powtok metodg elipsome-
tryczna stosuje sie odpowied-
nie urzadzenia zwane elipso-
metrami. W trakcie pomiaru
nalezy odpowiednio ustawic
i wyznaczy¢ azymuty: po-
laryzatora, kompensatora
i analizatora, pamietajac, ze
liczba ustawien kompensato-
ra jest ograniczona. Niespo-
laryzowane zrédto swiatta (2)
przechodzi przez polaryzator
liniowy (P), kompensator (K),
a nastepnie zostaje odbite od
prébki (S) i przez analizator (A)
przedostaje sie do detektora
(D) (Rys. 4).

Odpowiednie ustawienie P,
Ki A ma zapewni¢ catkowite
wygaszenie eliptycznie spola-
ryzowanego Swiatta w detek-
torze [12].

Ostatecznie, znajac podsta-
wowe parametry, takie jak:
wartos¢ kata padania j, wspot-
czynnik zatamania $wiatfa

Rys. 4. Schemat elipsometru zerowego: T - precyzyjny
stolik do poziomowania probki, S - probka, Z - Zrédto
Swiatta, P — polaryzator, K — kompensator, A - analizator,
D - detektor natezenia swiatta [12]

w otoczeniu ny, state optycz-
ne podtoza i dtugos¢ promie-
niowania A, mozna wyznaczy¢
state optyczne badanego
materiatu, czyli wspétczynnik
zatamania Swiatta n, i gru-
bos¢ d.

Elipsometr umozliwia pomiar
grubosci warstw z dos¢ duza
doktadnoscig (do 1-2A). Nie-
stety, duza doktadnos¢ pocia-
ga za sobg odpowiednie wy-
magania co do przygotowania
materiatu do badan: konieczne
jest, aby prébka byta m.in. pfa-
sko-réwnolegta i charakteryzo-
wata sie matg chropowatoscia.

Badania cytotoksycznosci
warstw tlenkowych do za-
stosowan medycznych

Kazdy wyréb medyczny, a wia-
Sciwiezastosowanedojegowy-
tworzenia materiaty, rowniez te
przeznaczone do implantacji,
obowigzujezgodnosc¢ztkanka-
mi biologicznymi, komérkami
i ptynami ustrojowymi (bio-
zgodnos$¢) (Rozporzadze-
nie Ministra Zdrowia z dnia
17 lutego 2016 r., Zatacznik
nr1,Dz.U.z2016r., poz. 211).
Ocena biozgodnosci wymaga
przeprowadzenia zaréwno ba-
dan in vitro (na izolowanych,
scisle okreslonych tkankach
lub komérkach w warunkach
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laboratoryjnych), jak i ba-
dan in vivo (na zwierzetach).
Do tego dochodza réwniez
préby przedkliniczne. Wykaz
metod do badan in vitro i in
vivo dotyczacych oceny bio-
logicznej zgodnosci wyrobow
medycznych stanowi tresc¢
obowiagzujacej normy PN-EN
I1SO 10993-1:2010, Biologiczna
ocena wyrobéw medycznych -
Czesc 1: Ocena i badanie w pro-
cesie zarzqdzania ryzykiem.
Wybér metody jest zalezny od
zastosowania wyrobu, czasu
przebywania w organizmie
ludzkim i rodzaju kontaktu
(m.in. zewnetrzny, wewnetrz-
ny, na nieuszkodzong skore,
sluzéwki, w kontakcie z krwia,
tkanka kostng, ptynami tkan-
kowymi itd.). Jezeli chodzi
o czas kontaktu biomateriatu
z organizmem, norma ta kla-
syfikuje wyroby medyczne na
te pozostajagce w organizmie
pacjenta nie dtuzej niz 24h,
powyzej 24h, ale nie dtuzej
niz 30 dni oraz pozostajace
w kontakcie ciggtym, czyli
powyzej 30 dni. Wéréd badan
biozgodnosci, w zaleznosci
od dtugosci kontaktu z orga-
nizmem i przeznaczenia ma-
teriatu, wyrdznia sie [13]:
 cytotoksycznosc in vitro,

« dziatanie uczulajace,
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o dziatanie draznigce lub re-
aktywnos¢ srédskérna,

« ostrg toksycznosc¢ uktadows,
 toksycznos¢ podostrg i pod-
przewlekta,

» genotoksycznos¢,

o reakcje po implantacji
i zgodnos¢ z krwia.

Do podstawowych parame-
tréw, ktére sg analizowane
w testach biozgodnosci zali-
cza sie proliferacje (rozmnaza-
nie sie komorek) i liczbe mar-
twych komoérek w populacji.
Komorki martwe majg cha-
rakterystyczny okragty ksztatt,
nie tworza wypustek, poza
tym tatwo odklejajg sie od
podtoza, a w ich cytoplazmie
mozna zauwazy¢ dosc liczne
pecherzyki [13].

Pierwszym z badan wskaza-
nych w normie jest badanie
cytotoksycznosci, co Swiad-
czy o duzej roli tego pomiaru
w ocenie biozgodnosci. Cyto-
toksycznos¢ mozna okresli¢
jako ocene wplywu danego
materiatu na komérki obser-
wowane pod mikroskopem,
po ustalonym okresie ekspo-
zycji lub tez za pomoca aktyw-

nosci enzymoéw $wiadczacych
o zywotnosci komoérek.
Jednym z podstawowych do-
kumentéw do oceny toksycz-
nosci wyrobéw medycznych
jest norma PN-EN SO 10993-
5:2009, Biologiczna ocena wyro-
béw medycznych — Czes¢ 5: Ba-
dania cytotoksycznosci in vitro.
Trzeba jednak wspomnie¢, ze
badanie cytotoksycznosci nie
zapewnia zachowania wszyst-
kich warunkéw srodowiska
fizjologicznego. Jest to bada-
nie oceniajgce zachowanie sie
zywych komérek w kontakcie
z potencjalnym biomateria-
tem.

Wplyw cytotoksycznosci mate-
riatu do zastosowan medycz-
nych na hodowle komérkowa
mozna oceni¢ metodami jako-
$ciowymi i ilosciowymi. W przy-
padku oceny jakosciowej
uwzglednia sie: wakuolizacje
(otaczanie), lize komorek (dez-
integracje btony komérek i wy-
lanie sie zawartosci do srodowi-
ska), oddzielenie od podtoza.
Natomiast w ocenie ilosciowej
wyznacza sie liczbe komorek
martwych, stopier zahamowa-

nia wzrostu komorek, zdolnos¢
do proliferacji, ilos¢ biatek i wy-
dzielanie enzyméw [13].

Rézne zwiazki w rézny spo-
s6b oddziatuja z komorka-
mi — zaburzajac lub nie ich
procesy zyciowe. Aktywnosc¢
cytotoksyczng mozna ozna-
czy¢ na podstawie zmian, ja-
kie zachodza w komérkach
pod wptywem poddanego
badaniu materiatu w odnie-
sieniu do préby kontrolne;j.
Préba kontrolna jest hodowlg
komoérkowa prowadzong bez
biomateriatu lub tez z mate-
riatem, ktérego cytotoksycz-
ny zakres stezen jest ogodlnie
znany. W przypadku oznacze-
nia zywotnosci komorek na
podstawie ilosci martwych
komorek w strefie kontaktu
z biomateriatem, badanie to
moze dyskwalifikowaé¢ mate-
riat do dalszego zastosowania.
Nalezy wspomnie¢, ze $mier¢
komérki w kontakcie z bada-
nym materiatem moze nasta-
pi¢ wskutek [13,14]:

e powstania substancji tok-
sycznych w strefie kontaktu
komorek z biomateriatem,

« uwalniania substancji szko-
dliwych z powierzchni bada-
nego materiatu,

« zbyt silnej adhezji komorek
wystepujacej na powierzchni
biomateriatu,

o aktywacji réznych mecha-
nizmow, ktére prowadzg do
apoptozy (zaprogramowanej
$mierci) lub martwicy ko-
morek.

Ponadto, w przypadku ne-
krozy (obumarcia) komérek
dochodzi do wzrostu prze-
puszczalnosci btony komérko-
wej w kontakcie z niektérymi
barwnikami. Barwienie ko-
morek aneksyna V z jodkiem
propidyny — w oddziatywaniu
z DNA nadaje czerwong barwe
- pozwala odrézni¢ komorki
martwe od zywych (Rys. 5).

W trakcie badan oznaczania
zywotnos$ci komoérek nalezy
zapewni¢ odpowiednie wa-
runki m.in. temperature 37°C,
zawarto$¢ CO, (5%) i stafg
wilgotnos¢ réwng 95%. Przed
przystapieniem do pomiarow
prébki nalezy poddac stery-
lizacji. Warto wspomnie¢, ze
proces sterylizacji i dezynfekcji

Rys. 5. Efekt ekspozycji hodowli mysich fibroblastow na materiat przeznaczony na implanty medyczne (stop
Mg-Zn-Ca-Gd); komorki martwe sq zabarwione na czerwono, (b) widoczne zniszczenie pojedynczych komorek

(liza komoérek)
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(a raczej rodzaj materiatu uzyty
do sterylizacji) moze mie¢ row-
niez wplyw na biozgodnos¢
badanego materiatu. Koniecz-
ne jest zatem odpowiednie
monitorowanie i ulepszanie
tego rodzaju proceséw.
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