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The Centre of Excellence NANODIAM, which was es-
tablished in the Technical University of Lodz, Poland, will
be conscious of historic necessity to fulfill the mission of
European integration, and will share our experience and
ideas in participation in the integration process of the Euro-
pean science, especially in the field of nanocrystalline dia-
mond coatings and modification of carbon surface.

Our knowledge, dynamically expanding in the subject of
biotechnology, requires constant, or even accelerated, de-
velopment of the new technologies in many areas, not least
in the field of materials engineering. We want to meet these
requirements by elaboration of new surfaces for biomedi-
cal needs. The experience in this matter strongly indicate
that crystalline carbon is an ideal material for these pur-
poses. Features of the prepared surface are dependent
mainly on the conditions used for surface formation. The
knowledge of the surface allows us to customize the car-
bon in the deposited carbon to get new and expected prop-
erties while retaining properties and attributes already
known and accepted. Realization of the above requires the
synergistic collaboration of several laboratories which have
different profiles of interest and diverse but highly special-
ized equipment. We also must ensure the rapid and willing
exchange of information. In this way, the Centre of Excel-
lence NANODIAM will be an important, if not unique, con-
tributor to the fast and reliable development of the new tech-
nologies for biomedical applications.

The first NANODIAM Summer School "Technology of
Carbon Surfaces" was held in Lodz, Szklarska Poreba (Po-
land) and Liberec (Czech Republic) from 21st to 24th of
October 2003. The School was in our understanding, a very
important and promising event for the young generation of
scientists. Finally it was more than 50 participants and there
were presented 26 posters during the Poster Session but,
before, many of PhD students from Europe were interested
in the Summer School.

The Summer School was opened in the Technical Uni-
versity of Lodz on Tuesday, 21st of October 2003 at 11
a.m. by Professor Rafi Kalish, from Technion - Israel In-
stitute of Technology. Professor Rafi Kalish (co-authors:
V. Richter, B. Fitzgeer, Sh. Michaelson and A. Hoffman)
gave an inaugural lecture "lon-Induced-electron emission
from diamond- Diamond crystals to nano diamond (you can
find it on http://www.p.lodz.pl/NANODIAM/lodz_fnl_2.pps).
After that, the Summer School participants departed to
Szklarska Poreba.

On Wednesday 22nd of October, Professor Stanistaw
Mitura, from the Technical University of Lodz, delivered a
lecture "Allotropy of carbon" (http://www.p.lodz.pl/
NANODIAM/wylkad_a.pps) and Professor Aleksandra
Sokolowska, from the Technical University of Lodz, con-
ducted the lecture "Traps and uncertainties of identifica-
tion and characterization of diamond thin films", Professor
Boris Spitsyn, from the Russian Academy of Sciences,
gave a lecture: "Nanodiamond: synthesis, purification and
functionalization", and Professor Aleksander Wrobel, from
the Centre for Molecular and Macromolecular Research of
the Polish Academy of Science, gave the lecture: "Remote
microwave plasma CVD from organosilicon single-sources
an useful technique for the production of Si-based thin-film
coatings".

Especially interesting was a vivid discussion after each
of the lectures. It showed a grand interest in the subject of
carbon coatings, and it also allowed PhD students to meet
with the fascination of science.

The session at the Technical University of Liberec, who
is the partner of the Centre of Excellence NANODIAM, took
place on Thursday 23rd of October 2003. This meeting re-
sulted from a strong collaboration between the Technical
University of Lodz and the Technical University of Liberec.
It was an important session, because it allowed the young
generation of scientist to understand how important is the
creation of a cooperation network between the different labo-
ratories throughout Europe. Such the cooperation exists
between Lodz and Liberec laboratories for many years, and
now it is even stronger than ever because of the partner-
ship in NANODIAM.

Two Lectures were delivered in Liberec: "Thin Ta,0; and
Nb,O; films deposited by PECVD-optical properties and
microstructure" (http://www.p.lodz.pl/NANODIAM/
wylkad_c.pps) by Dr. Hieronim Szymanowski from the
Technical University of Lodz, (co-authors: J.Sapieha,
L.Martinu and O.Zabeida, from Ecole Polytechnique Mon-
treal) and "Origin, evolution, and some problems of the dia-
mond CVD" (http://www.p.lodz.pl/NANODIAM/
wylkad_b.pps) by Prof. Boris Spitsyn from the Russian
Academy of Sciences.

On Friday 24th of October, we had the session in
Szklarska Poreba again. Three lectures were delivered:
"Electrochemical Deposition of Diamond and Diamond-like
Carbon Coatings" (http://www.p.lodz.pI/NANODIAM/
wylkad_d.pps) by Professor Anatoly Kulak, from the Na-
tional Academy of Sciences, Minsk, "Biomaterials in
nanoelectrochemistry. Theory and practice" (http://
www.p.lodz.pl/NANODIAM/wylkad_e.pps) by Professor
Henryk Scholl from the University of Lodz (co-author
Barbara Plaskota), and by Professor Maciej Gazicki-
Lipman, from the Technical University of Lodz, "Thin
Ge:C:H Films RF plasma deposited from organogermanium
compounds - potential materials for amorphous superlattice
structures".

In the evening of the same day the poster session took
place. We found presented paper as a mature and very
interesting, and it was confirmed by a lively and fruitful dis-
cussion during the session. The main papers presented
during the poster session are included in the current issue
of the Journal Engineering of Biomaterials.
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Abstract

Medical tools for minimally invasive surgery are
often used in hard environmental conditions. For more
effective protection against corrosion of the substrates,
caused by steam sterilization loadings, TiN, TiCN,
TIAIN, ZrN PVD - layers were used. All of the consid-
ered PVD - coatings have shown a sufficient steriliza-
tion resistance and the necessary biotolerance, which
is required by the legislator for short-term applications
of tools. The biocompatibility was estimated by moni-
toring and evaluating the growth of certain animal cell
cultures. Steam sterilization was performed in an auto-
clave by the sterilization pressure 105KPa in 60 cy-
cles.

Keywords: PVD coating, medical tools, steam
sterilization, biotolerance

Introduction, experimental details

All these PVD coatings TiN, TiAIN, TiCN, ZrN investi-
gated in this work were deposited in TECHNO-COAT Zittau
GmbH on mirror-like polished stainless steels substrates,
shaped as 5 mm thick circular discs with diameter of 20mm.
We have used three steels X20Cr13, X5CrNi189 (AlSI 304)
and CSN 17348 for discs. These steels belong to the most
important ones used for tools of minimally invasive surgery.
But AISI 304 stainless steels (about 9wt% of nickel) has
lost good reputation in some applications of surgical instru-
ments recently. The reason for this is the so-called nickel
allergy problem. One of the most frequently asked ques-
tions’ arising from the surgical tool industry is whether nickel
can diffuse into the coating layers. It was demonstrated in
[1] even after salt-spray loading above the anchoring re-
gion, absolutly no elements of the substrate material includ-
ing nickel were observed. PVD coatings can protect human
body from nickel difusion and as you will find in this paper;
these layers can save substrat material from the corrosion
and they can be biotolerant.

There were coatings investigated under two entirely differ-
ent coating conditions in our case; unbalanced d.c.-
magnetronsputtering using the so-called arc-bound sput-
tering method (ABS), and poor arc evaporarion. An HTC
1000/4 ABS engine was utilized as the coating device in all
cases FIG. 1. This on cross-section hexagonal designed
four-source device is equipped with a coating chamber of
approxomately 1.5 m?inner volume, where 0.8 m® can be
used as a loading space. The inner radius of the hexagon is
0.5m and the target shape is rectagular (18 x 60 cm?). Two
kinds of deposition methods can be performed. TiN, TiAIN,
TiCN were deposited in so called arc mode (a) and ZrN in
mode magnetron sputtering (m). All of the circular pieces to
be coated were mounted on a triple-planetry substrate
holder. For the experiments described here only two rota-

FIG. 1. Cross-section of HTC 1000/4 ABS™
coating device. 1. coating chamber; 2. chamber
wall; ABS™ sources; 4. rotation table; 5. vacuum
system flange; 6. gas mains.
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m-TiAIN | F | 3,7 [ 2200 10 [ 479 | -05|-18 | 22
B|1,8( 1600 30 |48,0| -06 | -15| 1,9

m-TiCN [F|[1,3| 2000 25 | 68,3 | 134|249 | 3,0
B[ 0,6 - - - - - -

m-TiN |F|1,1| 1400 20 (839 -0,7 | 31,4 1,9
B| 0,5 - - - - - -

a-ZrN |F|[0,6| (1600) | (20) | 77,3 | 2,9 | 31,7 | 2,0
B| 0,4 - - - - - -

I| Substrat |I

1.4021 0 600 - 818 02| 16 1,0
CZ-17348 0 280 - 827 03 | 40 1,0
1.4301 0 230 - |838| 03 | 43 1,0

TABLE 1. The main features (F = foreside, B = back
of the specimen; m = Arc-Bound-Sputtering, a =
arc-evaporation).

tion axes were used. The whole batch process for a HTC
1000/4ABS™ device consists of the well-known steps;
chamber evacuation, glow discharge (target cleaning and
substrate heating/cleaning), ion etching (ion implantation),
coating, substrate cooling and chamber venting.

Results

To characterize the mechanical properties of the layers,
the usual measurement methods were utilized, e.g. a kalo-
test for thickness, a scratch-test for adhesion, Vickers hard-
ness for micro-hardness and Hommel Tester TDL for rough-
ness.

Coating colours have been described by the CIELAB sys-
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FIG. 2. GDOS Depth profile of the specimen
coated TiAIN on 17 348.

tem utilizing a chromameter (TABLE 1). Regarding the three
values, L*, a*, b* (lightness, redness-greenness and yel-
lowness-blueness) of the CIE-1976 system, the lightness
L* is of particular interest for reflective features of surgical
tool. Such a layer's GDO(E)S analyse is down in FIG. 2
regarding the chemical depth profile. Besides some me-
chanical and optical properties, aspects of biocompatibility
and steam sterilization resistance of TiN, TiAIN, TiCN, ZrN
on steels were focused on.

Biocompatibility

Tools for minimally invasive surgery have to fulfill the
demands of legislators. Simply speaking they have to be at
least biotolerant. The observation and evaluation of the
growth of certain animal cells is a simple and accredited
method how to estimate the biotoleration of a PVD hard
coating. The investigations with regard to biocompatibility
were performed by Prof. Cervinka from UK Faculty of Medi-
cine in Hradec Kralové. For this investigation mouse’s-cells
(cells type EL292) were used with medium MEM and solu-
tion 1.5% agar and 0.015% of neutral red (Holborn). Both
the coated specimens and the solution were placed into 60
mm plastic tissue culture dish and incubated 24 hours at a
body temperature 37°C in an atmosphere of 5% CO,/95%
air FIG. 3. The cells around the speciemen would die of

1 2
AN —
3 4

FIG. 3. The test of the layers’ toxicity - 1. solution,
2. coated specimen, 3. cells, 4. Petri dish.

R 4
g

FIG. 4.The control
specimen with toxic
substans TW.

FIG. 5. Specimen
coated TIiAIN on
1.4021.

interaction with toxic material. Then, the scale of a toxic
influence will be the zone of the white (dead) cells FIG. 4.
There were no toxic impacts against investigated cells in
our case FIG. 5. Such a performance could be interpreted
as non-toxicity of the PVD-coatings on stainless steels.
Nevertheless, this result is only an indication for "general”
non-toxicity. And this test have to be repeated for every
application.

Steam sterilization

The word sterilization means complete destruction of all
micro organisms such as: spores, viruses, bacteria, etc. The
most dangerous of all are the bacteria in the spore state,
that must be both humidified and heated, in order to be
destroyed. Medical tools are disinfected and than sterilized
after use. The medical tools are sterilized 1-2x for a day.
Common life cycle is 3 years approximately, but it depends
on a treatment with such a tool. Unfortunately, it is not ex-
ception when paramedical departments have not got money
enough to buy new medical tools and the life cycles of these
medical tools are longer. The coatings can save basic ma-
terial and increase the life cycles and the usage of the medi-
cal tools.

Steam sterilization has been performed with the help of
Halina Dolezalova in the Sterilization center of Hospital in
Liberec in an autoclave PS 625 CHIRANA (chamber 600I)
and GETINGE (chamber 400I) variable. This investigation
were performed with coated and uncoated specimens. One
sterilization cycle took approximately 1 hour and there has
been made 60 cycles in altogether.

FIG. 6. The surface
of the uncoated
specimen 1.4301
before sterilization
(300x).

FIG. 7. The surface
of the uncoated
specimen 1.4301
after sterilization
(300x).

FIG. 9. The surface
of TiAIN deposited
on 1.4301 after

sterilization (300x).

FIG. 8. The surface
of TiAIN deposited
on 1.4301 before

sterilization (300x).

Sterilization’s holding time was 20 minutes under the tem-
perature 121°C and the pressure 105kPa. We have done
photos of a surface of the coated specimens before and
after the sterilization and photos of uncoated specimens
before and after sterilization for comparison. FIG.6-9. You
can see corossion on uncoated specimen after sterilization
cyckles clearly, but there was no corossion on the coated
speciment after sterilization.
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Conclusion

One of many ways how to enhance useful value of the
solid matter is positive influencing its surface properties.
We may speak about the coating of substrat by protective
surface that leads to compact system with size of cluster of
a few nanometrs. The coatings for medical tools schouldn’t
have just good mechanical and optikal properties (dark lay-
ers TiAIN, TiCN - because bright light from the surface of
surgical tools mustn't dirsturb the visual operating field of
the surgeon). But this coating must be non-toxically for hu-
man body and must protect human body against nickel dif-
fusion and save substrates from corrosion. We can say,
that all of the considered PVD - coatings have shown a
sufficient sterilization resistance and the necessary
biotolerance which is required from the legislatosr for short-
term applications of tools.
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Streszczenie

Celem naszych badan byta modyfikacja powierzch-
ni materiatu stosowanego na stenty, jakim byta stal
medyczna AISI 316L. Modyfikacja zwigzana byta z
naniesieniem na materiat warstwy diamentowej wy-
tworzonej w plazmie wysokiej czestotliwosci pod ob-
nizonym ci$nieniem RF PCVD. Po naniesieniu war-
stwy zostaly przeprowadzone badania whasciwosci
mechanicznych stali 316L. Pozwolity one sprawdzi¢,
czy zmieniajg sie wlasciwosci tego materiatu i czy
moze on by¢ po takiej modyfikacji nadal stosowany
na stenty.

Stowa kluczowe: stenty, warstwa weglowa, mo-
dyfikacja powierzchni

Wprowadzenie

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie stentami,
ktore wykorzystuje sie przede wszystkim do udrazniania
Swiatta naczyn krwionosnych [1]. Stenty sa to cylindryczne
rurki utworzone z siatki drucikéw. Srednica drucikéw jest
ok. 0,1 mm. Natomiast $rednica stentu zalezy od wielkosci
naczynia. Wykonuje sie je z biologicznie neutralnych mate-
riatdw, takich jak: stal medyczna AISI 316L, nitinol, tantal.
Musza one mie¢ wysoka wytrzymato$¢ na zmeczenie, od-
pornos¢ na korozje w ptynach ustrojowych, nie moga po-
wodowac uczulenia. Stent po wprowadzeniu do zmienio-
nego chorobotwdrczo naczynia peni role rusztowania i po-
winien zapobiega¢ ponownemu zarastaniu tego naczynia
[1]. Niestety w coraz wiekszej liczbie przypadkéw dochodzi
do zarastania naczynia, co wigze sie z przeprowadzaniem
kolejnych zabiegow. Dodatkowo istnieje niebezpieczenstwo,
Ze dojdzie do uwolnienia materiatu zakrzepowego, co moze
by¢ przyczyna zagrozenia zycia.

Aby nie dochodzito do ponownego zarastania naczynia
prowadzone sg badania nad zmodyfikowaniem powierzch-
ni stentu. Jedng z metod jest, wprowadzenie do stentow
lekow, ktdre stopniowo uwalniaja sie do organizmu [2]. Inng
modyfikacjg testowang na zwierzetach jest, umieszczenie
w stentach gendw, ktére "przechodzg" do Sciany naczynia
[3]. Nasze badania zwigzane z modyfikacjg powierzchni
materiatdw polegaja na wytworzeniu na nich warstwy we-
glowej uzyskanej z plazmy wysokiej czestotliwosci pod ob-
nizonym ci$nieniem RF PCVD. Jest to metoda, w ktorej
reakcje chemiczne sg aktywowane metodami fizycznymi.
Nos$nikiem wegla potrzebnego do wytworzenia tej warstwy
jest metan.

Z literatury wiemy, ze zostato przeprowadzonych wiele
badan mechanicznych i biologicznych na stali medycznej
316L i tytanie pokrytych warstwami diamentowymi NCD i
DLC [4, 5]. Dowodzg one, ze materiat pokryty taka warstwg
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Abstract

The aim of investigations was surface modifiaction
of material used for stent medical stainless steel AISI
316 L. The modification was connected with coating
the materials diamond layers manufactured by radio
frequency plasma chemical vapour deosition process
(RF PCVD). After the layers manufacturing the inves-
tigations of mechanical properties will be carried out.
They have given the answer how the propertis of
material surface change and after modifiaction used
for stents still.

Keywords: stents, surface modification, diamond
layer

Introduction

Last years caused increase intrest which used to open-
ing a passage of blood - vessels [1]. Stents are tubes cylin-
drical with mesh of wires. The diameter wires is 0.1 mm.
However diameter stent was run on value blood - vassels.
They were made from biologically, neutral materials, for in-
stance: medical stainless steel AISI 316 L, tantal, nitinol.
They have to have high fatigue strength, corrosion resist-
ance in body fluids and also they can't to allergy reaction
cause. Stent after introduction to blood - vessels is as part
of scaffolding and he should prevent again overgrowing of
blood - vessels [1]. Therefore operations are repeat. In ad-
dition is danger that release of thrombotic material, what to
possibly the cause of threat of life.

Research over surface modification stent is investiga-
tions that overgrowing of vessels were not again.

First of method was introduction medicines to stents [2].
Medicines release oneself to organism gradually. Other
modification test on animals it is place genes, in stents.
These genes "cross” to wall of vessels [3]. Our research
with modifiaction of surface material depend on making the
diamond layer on stents. This diamond layer was making
by radio frequency plasma chemical vapour deosition proc-
ess (RF PCVD). Chemical reactions are activate physical
methods in this method. The methane is the carrier of car-
bon to producing this layer.

We know with literatures that a lot of mechanical studies
and biological studies were made on medical steel 316L
and titanium coated diamond layers NCD (nanocrystalline
carbon diamond) and DLC (diamond - like carbon) [4, 5].
Studies shown that material coated those layers had high
corrosion resistance and high fatigue limit [5]. During im-
plantation surface haven't alergic reactions, haven't
inflamatory reaction. Implnat is not treat as "foregin mat-
ter". This is very important.
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wykazuje zwiekszong odpornosci na korozje [5]. Bardzo
wazne jest to, ze przy implantacji powierzchnia taka nie
wywotluje odczynéw alergicznych, brak jest reakcji zapal-
nej, implant taki nie jest traktowany jako "ciato obce".

Byly rowniez przeprowadzone badania in vitro na sten-
tach pokrytych warstwg DLC [6]. Wyniki Swiadcza, ze na-
stapita poprawa biokompatybilnosci stentdéw pokrytych ta
warstwa.

Materiaty i metody

Badania zostaty przeprowadzone na drutach ze stali
medycznej 316L o Srednicy d = 0,1 mm. Druty te zostaty
pokryte warstwg weglowa wytworzong w plazmie wysokiej
czestotliwosci pod obnizonym cisnieniem. Wykonane zo-
staly badania mechaniczne takie jak: rozcigganie i przegi-
nanie dwukierunkowe, majgce na celu poréwnanie wtasci-
wosci czystego drutu i drutu pokrytego warstwa.

Rozcigganie

W badaniu tym prébki o dlugosci 210 mm byty poddane
dziataniu sity az do momentu ich zerwania. Zostato to wy-
konane na maszynie wytrzymatosciowej. Dzieki temu ba-
daniu zostata okreslona granica plastycznosci, procent wy-
dtuzenia, wytrzymatos¢ na rozcigganie. Badanie powierzchni
przetomu zostato wykonane za pomoca skaningowego mi-
kroskopu elektronowego (SEM).

Przeginanie dwukierunkowe

W badaniu tym prébki o dtugosci 60mm byly przeginane
do momentu ich pekniecia. Badanie to byto wykonane na
specjalnie skonstruowanym urzgdzeniu wedtug obowigzu-
jacej normy. Dzieki temu badaniu zostata okreslona ilosé
cykli, przy ktérych dochodzi do pekniecia materiatu. Bada-
nie powierzchni przetomu zostatlo wykonane za pomoca
skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM).

Wyniki i dyskusja

Wyniki uzyskane z rozciggania drutu przedstawione sa
w TABELI 1 oraz na WYKRESACH 1 i 2. Widoczny jest
wzrost wytrzymatosci drutu pokrytego w stosunku do drutu
czystego. Jednoczesnie zauwazamy spadek wydtuzenia
drutu pokrytego warstwa weglowa.

Na RYSUNKACH 3 i 4 sg zdjecia (SEM) przedstawiaja-
ce miejsca, w ktérych probki ulegty zerwaniu. Przetomy pré-
bek sa typowe dla przetoméw zmeczeniowych.

Wyniki z przeginania dwukierunkowego przedstawione
sga w TABELI 2 oraz na RYSUNKACH 5 i 6 - zdjecia z
mikroskopu SEM, przedstawiajace miejsce pekniecia
prébek. Widoczny jest spadek ilos¢ przegie¢ dla materiatu
pokrytego, co swiadczy o niekorzystnych zmianach, jakie
zaszty w podtozu w czasie procesu nanoszenia warstwy
diamentowe.

Drut niepokryty

e 12924 672,09
Drut pokryty
Wire coated 1356 715,32
TABELA 1
TABLE 1

Were made investigation in vitro on stents coated DLC [6].
The results show that stent with layer has better
biocompatyhbility.

Materials and method

A medical stainless steel 316L wires with 0.1 mm in di-
ameter preliminary investigation were conducted. The dia-
mond layer the wires were coating produced by radio fre-
quency plasma chemical vapour deposition. They were ex-
ecuted the mechanical investigation the having in view com-
parison of propertis of wire uncoated and wire with diamond
layer.

Axial tensioning

In this test, samples about length 210 mm was loaded
strenght until moment the break. It was to make on strenght
machnine. There was to definite the boder of plasticity, the
percentage of elongation and strenght tensioning. Test of
surface was to make on scaninig electron microscope (SEM)

Two-way overbending

In this test, samples about length 60 mm was bend until
moment their facture. In this study used especially device
according to valid standard. There was the definite the quan-
tity of periods to facture of material. Test of surface was to
make on scaning electron microscope (SEM).

Results and discussion

The test results of axial tensioning are shown in TABLE
1 and GRAPHS 1 and 2. After test was saw increase strenght
wire coated diamond layer and decrease elongation wire in
ratio to wire uncoated.The picture of samples break are
shown in FIGURE 3 and 4. These pictures are made by
SEM.

The test results of two - way overbending are given in
TABLE 2. Place of samples break are shown in FIGURE 5
and 6. The pictureare made by SEM. In the experiments,
were saw outcrease quantity overbending for coated mate-
rial. It prove that process carry out diamond layer caused
unfavoruable changes in coat.

13.00

3.50 525 7.00 B.75 10.50

RYS. 1. Wykres rozciggania drutu niepokrytego.
FIG. 1. Graph tensioning wire uncoated.
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RYS. 2. Wykres rozciggania drutu pokrytego
warstwa.
FIG. 2. Graph tensioning wire coated.

Sednia ilo& przegi& Wynik

Average bends Result
p &kni eeie

failure
p&kniecie

failure

TABELA 2. Srednia ilo$¢ przegieé.
TABLE 2. Average bends.

Whnioski

Na podstawie przedstawionych wynikdw mozna stwier-
dzi¢, ze wytworzona warstwa nie spetnia naszych oczeki-
wan. Zamiast podnosi¢ wkasciwosci mechaniczne powodu-
je ich ostabienie. G{éwnym problemem podczas nanosze-
nia warstwy diamentowej w reaktorze RF PCVD jest wyso-
ka temperatura, ktéra niszczy strukture cienkich drutow.
Podczas procesu nanoszenia warstwy nastgpito utwardze-
nie materiatu. Spowodowato to obnizenie jego wtasciwosci
plastycznych czego konsekwencja jest spadek wytrzyma-
to$¢ na obcigzenia cykliczne. Jest to zjawisko bardzo nie-
korzystne, bo materiat taki nie nadaje sie na stenty.

Wykonane przez nas badania traktujemy jako badania
wstepne. Staly sie one zachetg do podjecia kolejnych préb
w celu utworzenia satysfakcjonujgcej nas warstwy.

Poniewaz materiatem najbardziej atrakcyjnym do
produkcji stentdw jest nitinol - stop z pamiecig ksztattu,
dlatego w dalszych pracach zajmiemy sie gtéwnie
modyfikacjg jego powierzchni. Bedziemy przeprowadzac
badania zaréwno na drucikach jak i na wiekszych
powierzchniach wykonanych z tego materiatu.
Zmodyfikowane warstwg weglowag powierzchnie bedg
badane nie tylko mechanicznie, ale réwniez bedzie badana
hemokompatybilno$é. Jest to kluczowa wtasnoscé
biomateriatéw, ktére majg bezposredni kontakt z krwig.
Pozwala ona stwierdzi¢ czy zmodyfikowana powierzchnia
nie bedzie przyczyniata sie do tworzenia materiatu
zakrzepowego Badania mechaniczne beda obejmowac:
rozcigganie, przeginanie dwukierunkowe, odpornos¢
korozyjna, adhezje, badanie powierzchni.

RYS. 3. Rozcigganie -
przetom drutu
niepokrytego.

FIG. 3. Tension test -
bare wire uncoated.

RYS. 4. Rozcigganie -
przetom drutu
pokrytego warstwa.
FIG. 4. Tension test -
bare wire coated.

RYS. 5. Przeginanie
dwukierunkowe-
przetom drutu niepo-
krytego.

FIG. 5. Two-way over-
bending - bare wire
uncoated.

RYS. 6. Przeginanie
dwukierunkowe- prze-
tom drutu pokrytego
warstwa

FIG. 6. Two-way over-
bending - bare wire
coated.

Conclusions

Investigations results show that manufactured layer
doesn't satisfy expectations. Manufactured layer caused
lower mechanical properites instead high them. High tem-
perature during the process coating layer is problem, which
destoried the wires teunonus. During the process coating
layer followed strengthen material. This caused lower the
plasticity properties.

This phenomenon is very unfavourable because the ma-
terial can't be to use to implantation.

Our investigations are preintroduce. Preintroduces were
incentive to made next tests with carbon layers.

The nitinol is very attraction material to make stents. The
nitinol is it shape memory alloy. In our investigation will be
occupy oneself mostly modification surface nitinol.

We will be to lead investigations on wires and large sur-
face made with nitinol. After coating carbon layer will be
made mechanical and hemocompatybility properties. This
is key of property biomaterials, which they have from blood
direct contact.That property shown whether modification
carbon surface wil be not contribute to make grume mate-
rial.

Mechanical inveastigations which will be make: axial
tensioning, two-way overbending, corrosion resistance,
adhesion, study of surface.
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Streszczenie

Badano wplyw réznych drobnoustrojow na po-
wierzchnie pokryte warstwami weglowymi. Powtoki
diamentopodobne wytworzono na stali medycznej sto-
sujgc metode RF PCVD. Do badan zastosowano préb-
ki z warstwami naniesionymi przy r6znych parame-
trach. Probki te poddano na dziatanie komdrek mikro-
organizmow w warunkach hodowli statycznej w pod-
tozu statym. Powtoki weglowe przed i po wzroscie
drobnoustrojéw analizowano wykorzystujgc mikroskop
optyczny i fluorescencyjny, skaningowy mikroskop
elektronowy oraz spektroskop Ramana. Wyniki ba-
dan dowiodly, ze niektére z zastosowanych drobno-
ustrojow silnie oddziatujg z twarda warstwag weglowg
i prawdopodobnie doprowadzaja do zmian jej struk-
tury.

Wstep

Warstwy weglowe (DLC - diamond-like carbon, NCD -
nanocrystalline diamond) zawierajg w swym skladzie przede
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Abstract

An effect of microorganisms on surfaces covered
with carbon coatings has been studied. Carbon films
on medical stainless steel have been made using RF
PCVD method. The samples covered with carbon
coatings under different conditions were used. All sam-
ples were inoculated with various microorganisms. The
carbon layers before and after the growth of the mi-
crobes were examined by means of Raman
spectroscopy, scanning electron microscopy and op-
tical microscope. It was found that some of the mi-
crobes strongly attacked of the surface of carbon films
and probably changed their structure.

Introduction

Hard carbon coatings (DLC - diamond - like carbon, NCD
- nanocrystalline diamond) consist mainly of the tetragonally
coordinated sp®carbon atoms (typical of diamond), the trigo-
nal in sp?coordinated carbons (typical of graphite) as well



wszystkim wigzania weglowe typu sp® - charakterystyczne
dla struktury diamentu i sp? - charakterystyczne dla grafitu,
ale réwniez w niewielkim stopniu wigzania typu sp* [1]. Cha-
rakteryzujg sie one godnymi uwagi wtasciwosciami, takimi
jak duza odpornos¢ na Scieranie i twardos¢, chemiczna
obojetnos¢ oraz niski wsp6tczynnik tarcia [1, 2].

W artykule przedstawiono wyniki badan nad wptywem
wybranych mikroorganizméw na warstwy weglowe wytwo-
rzone na stali medycznej z wykorzystaniem metody RF
PCVD (radio frequency plasma chemical vapour deposi-
tion). Gtéwna cechg powtok weglowych naniesionych na
stal jest ich bardzo dobra adhezja do podtoza. Grubos¢ ta-
kich warstw wynosi ok. 1 mm i stanowig one bardzo dobry
materiat ochronny stali przed korozja [2]. W ramach dotych-
czas przeprowadzonych badan nad mozliwoscig stosowa-
nia do celéw medycznych implantéw pokrytych powtokami
weglowymi dowiedziono, ze sg one wysoce odporne w
mediach biologicznych o charakterze fizjologicznym [3].
Powtoki diamentopodobne poddawano takze testom koro-
zyjnym w ptynie Tyrod'a, testom histopatologicznym w or-
ganizmach zwierzecych oraz wykonano szereg badan ich
wytrzymatosci mechanicznej. Nie ma jednak zadnych do-
niesien literaturowych dotyczacych odpornosci warstw we-
glowych narazonych na dziatanie fizjologicznie aktywnych
mikroorganizmoéw, ktérych wcigz nowy potencjat biokatali-
tyczny jest odkrywany. Biotechnolodzy znaja np. gatunki
plesni ligninolitycznych (np. Phanerochaete chrysosporium),
ktére wykazujg zdolnos¢ rozpuszczania lignitu (frakcja we-
gla brunatnego) [4]. Mechanizm tego zjawiska opiera sie
na degradacji enzymatycznej wspomaganej dziataniem
substancji alkalicznych oraz chelatujgcych atomy metali
(ktére sg obecne w weglu brunatnym), jak np. szczawiany
bedace metabolitami przemian u wielu mikroorganizmow.
Oprocz drobnoustrojow degradujacych ligniny, rowniez inne,
np. plesnie Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Tricho-
derma spp. oraz Penicillium spp., wykazuja takze zdolnosé
do uptynniania wegla lub jego gazyfikacji [5-7]. Niektére
sposréd wymienionych wybrano planujac opisane ponizej
badania.

Metodyka

Badania wykonano z uzyciem dwdch odmian warstw
weglowych (DLC i NCD), ktére wytworzone zostaty z wyko-
rzystaniem metody gestej plazmy RF PCVD (schemat apa-
ratury, RYS.1) na podiozu ze stali medycznej AISI 316L
(parametry procesOw zamieszczono w TABELI 1).

Prébki (w formie dyskow o $rednicy 8 mm) pokryte war-
stwami DLC i NCD sterylizowano w temperaturze 121°C w
ciggu 20 min. Nastepnie umieszczano je w réznych, odzyw-

Parametry
Main parameters
Substrat
Substrate
Gaz Metan Metan
Gas Methane Methane
Cisienie 10,8 Pa 10,8
Pressure Pa
Ujemny potencjal autopolaryzacji
zasilanejelektrody rf
Negative self -bias voltage of r .f.
powered electrode

DLC NCD

AISI316 L | AISI316L

420-550 V 600 V

Czas nanoszenia 9-11min
Time of deposition

9-11 min |

TAB.1. Parametry nanoszenia warstw weglowych.
TAB.1. The main parameters of carbon layers.

as some sp! coordinated ones [1]. They have very attrac-
tive properties such as high wear resistance and hardness,
chemical inertness and very low friction coefficients [1, 2].

In this paper, we described an influence of viable micro-
organisms on carbon coatings deposited onto medical stain-
less steel by RF PCVD (radio frequency plasma chemical
vapour deposition) method. The main feature of the thin
carbon films is their good adhesion to steel. A thickness of
the films is about 1 mm. These coatings show high mechani-
cal strength and ensure good protection of metals against
corrosion [2]. The results of studies on biological resistance
of implants covered with hard carbon films, histopathologi-
cal investigations in laboratory animals, the tests of corro-
sion resistance, as well as mechanical properties and the
breakdown tests in Tyrod's solution have been described
earlier [3].

However, there is no information on the resistance of
carbon coatings against physiologically active microorgan-
isms, well-known are strains of lignin-degrading fungi, which
can solubilize lignite (brown coal) like the strain of
Phanerochaete chrysosporium [4]. The mechanism of this
phenomenon probably includes enzymatic degradation as-
sisted by alkalic metabolites and the chelation of atoms of
metals (which are present in brown coal) by oxalate ions -
metabolites of some microorganisms. Besides typical lignin
degrading strains of Basidiomycetes, several other fungi,
such as Aspergillus niger spp. Fusarium oxysporum, Tri-
choderma spp. and Penicillium spp. can also solubilize coals
[5-7]. Some of these strains were chosen to perform the
experiments described below.

Methodology

The investigations were performed on the variety of car-
bon films deposited on the surfaces of medical stainless
steel AISI 316 L using the r.f. dense plasma CVD method

o o
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RYS. 1. Aparatura uzyta do syntezy warstw
weglowych metoda gestej plazmy RF PCVD,
generator 13,65 MHz , GFMC - system dozowania
gazéw; G - komora robocza; MU - uktad
dopasowania.

FIG. 1. An apparatus for carbon film synthesis
using the r.f. dense methane plasma CVD method:
13,65 MHz generator; GFMC - gas feeder with
microcomputer control; G - vacuum gauge; MU -
system power adaptation.
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Bakterie
Bacteria
Aspergillus niger
Chaetomium globosum
Mucor circinelloides
Paecilomyces variotii
Penicillium ochrochloron
Trichoderma viride
Fusarium oxysporum
Phanerochaete
chrysosporium
! niezidentyfikowany szczep bakterii rozktadaja
cych zwigki ropopochodne
the strain of unidentified bacteria able to growth
in petrol-oil

Pseudomonas
fluorescens
Bacillus subtilis
Escherichia coli
Lactobacillus

delbrueckii
Nos-la

TAB. 2. Mikroorganizmy wykorzystane w
badaniach.
TAB. 2. Strains of microorganisms used in the

czych podtozach agarowych i szczepiono zawiesing odpo-
wiedniego mikroorganizmu, sposréd wymienionych w TA-
BELI 2.

Szczepy wykorzystane w badaniach uzyskano z kolekcji
czystych kultur Instytutu Biochemii Technicznej oraz tOCK
105 (WDCC) w Politechnice todzkiej.

Do hodowli plesni stosowano podioza Czapek-Dox i Malt
agar, natomiast do hodowli bakterii - agar odzywczy (Difco)
oraz podtoze MRS. Hodowle prowadzono na szalkach Pe-
triego w 30-37°C przez 2-12 tygodni. W celu utrzymania
odpowiedniej wilgotnosci, niezbednej do wzrostu mikroor-
ganizmow, hodowle uzupetniano odpowiednim podtozem
ptynnym w jednotygodniowych odstepach czasu. Wszyst-
kie probki przed i po inokulacji drobnoustrojami analizowa-
no z uzyciem: spektroskopii ramanowskiej, SEM oraz mi-
kroskopow optycznego i fluorescencyjnego majac na celu
okreslenie sity adhezji komérek do powierzchni warstw
weglowych oraz identyfikacje ewentualnych zmian w mor-
fologii i strukturze warstw weglowych po dziataniu nafn mi-
kroorganizmow.

Rezultaty

Istotnym elementem badarn byta analiza sit adhezji strze-
pek grzybni oraz komérek bakteryjnych do warstw diamen-
topodobnych. W tym celu wszystkie prébki po wyjeciu z

RYS. 2a, 2b. Prébki ze stali medycznej pokryte
warstwag DLC z silnie przylegajaca grzybnig
Aspergillus niger oraz Mucor circinelloides.

FIG. 2. The samples of medical steel coated with
DLC film with tightly stuck Aspergillus niger (left)
and Mucor (right) mycelia.

(FIG.1).

All samples with NCD and DLC coatings and uncoated
medical steel (in the form of disks, C8 mm) were autoclaved
at temperature 121°C for 20 minutes. Then the samples
were placed on the medium solidified with agar and inocu-
lated with microorganisms listed below (TAB.2).

All strains of microorganisms were obtained from the
culture collections at the Institute of Technical Biochemistry
and tock 105 Collection (WDCC), both of the Technical
University of Lodz. For fungi - Czapek-Dox medium and
malt agar, for bacteria - nutrient agar (Difco) and MRS me-
dia were used. The microorganisms were cultured in Petri
dishes, at the range of temperature 30-37°C for about 2-12
weeks. To ensure proper humidity for growth of the micro-
organisms, the cultures were supplemented with the proper
liquid medium once a week.

All samples, before and after subjecting to treatment with
microorganisms, were examined by: Raman spectroscopy,
scanning electron microscopy (SEM) and optical and fluo-
rescence microscopes. The changes in morphology of the
carbon layers resulting from the growth of the microorgan-
isms on them were analyzed.

Results

The strength of adhesion of filamentous fungi to the car-
bon layers was investigated. For this purpose all samples
were cleaned up with detergent solution with shaking (120
rpm, for 120 min) and subjected to an ultrasonic cleaning
process for 45 min. Then, the specimens were analyzed by
using optical and fluorescence microscopes (after Hoechst
33258 or acridine orange treatment).

It was found that most of tested filamentous fungi strongly
adhered to the carbon coatings during cultivation. FIGURES
2a and 2b show the samples coated with DLC film and ex-
posed to Aspergillus niger and Mucor circinelloides.

Furthermore, during the investigation, changes in the
color of DLC films from blue to yellow or metallic, and NCD
- from yellow to metallic after the growth of the majority of
the microscopic fungi, were observed (FIG. 3a, 3b).

The strong influence of some tested microorganisms on
carbon coatings deposited on medical stainless steel AISI
316 L was confirmed by using SEM microscopy analysis.
FIGURE 4a shows the carbon film morphology and
microanalysis of the sample just after the process of depo-
sition, and FIGURE 4b - the same sample after removal of
the Aspergillus niger mycelium grown on it. The surface of
the latter one has the typical structure of medical stainless
steel.

The samples subjected to treatment with bacteria (ex-
cept the Lactobacillus delbrueckii and Nos-1a strains) did
not show such distinct changes.

a)

RYS. 3a, 3b. Probka z warstwg DLC przed i po
hodowli plesni Aspergillus niger.

FIG. 3. The sample covered with DLC film before
(a) and after (b) the growth of Aspergillus niger
strain, for approximately 3 months.



hodowli poddawano identycznej procedurze oczyszczania
polegajacej na wytrzasaniu przez 120 min. przy 120 obro-
tach/min w roztworze detergentu (TRITON X-100), a na-
stepnie dzialaniu nan ultradzwiekami przez 45 min. Tak
oczyszczone prébki analizowano z uzyciem mikroskopu
optycznego i /lub fluorescencyjnego (po wybarwieniu oran-
zem akrydyny lub Hoechst 33258). Stwierdzono, ze zar6w-
no strzepki plesni jak i komorki niektérych bakterii silnie przy-
legajag do warstw weglowych. ZDJECIA 2a i 2b pokazujg
prébki pokryte warstwg DLC z przylegajaca grzybnia plesni
Aspergillus niger oraz Mucor circinelloides pozostatg po
zastosowaniu wyzej opisanej procedury oczyszczania.
Wiele ze stosowanych w badaniach mikroorganizmoéw spo-
wodowato takze zmiany barwy warstw weglowych: prob DLC
- z niebieskiej na z6itg lub metaliczng (RYS. 3a, 3b) a NCD
- Z z6ltej na metaliczna.

Silne dziatanie niektorych mikroorganizméw na warstwy
weglowe zostato potwierdzone badaniami z uzyciem SEM.
ZDJECIE 4a obrazuje morfologie i wyniki mikroanalizy skta-
du pierwiastkowego warstw weglowych przed, natomiast
ZDJECIE 4B - po hodowli plesni Aspergillus niger. Latwo
zaobserwowad, iz powierzchnia probki po oddziatywaniu
drobnoustrojéw posiada typowa strukture i sktad pierwiast-
kowy stali medycznej. W przypadku probek poddanych dzia-
taniu bakterii i pozostatych plesni nie stwierdzono az tak
daleko idacych zmian.

Zastosowanie do badan warstw DLC i NCD, przed i po
traktowaniu ich drobnoustrojami, spektroskopii
ramanowskiej pozwolito na zaobserwowanie ubytku fazy
grafitowej na powierzchni niektérych prébek. Przyktad
spektrograméw Ramana dla probek poddanych dziataniu
plesni Aspergillus niger przedstawiono na RYS.5. Jak
wiadomo warstwy wytwarzane metodg RF PCVD sa
zbudowane gtéwnie z dwoch faz: o hybrydyzacji atomow
sp? (typowych dla grafitu) i sp® (typowych dla diamentu).
Spektra pokazaty, ze niektére drobnoustroje
prawdopodobnie wykazujg zdolno$¢ usuwania grafitu z
powierzchni powtok weglowych, o czym Swiadczy¢ moga
zmiany relacji miedzy dwoma widocznymi pikami
odpowiadajacymi diamentowi (1340 cm?) i grafitowi (~1600

1 reference
1’ 2 weeks
’:?1: —— 4 weeks
S — 6weeks
20,8
£0,6 |
c0,4
0,2 1
0 !
1100 1300 1500 1700
Raman shift (cm-1)

RYS. 5. Poréwnanie spektrograméw Ramana
otrzymanych z warstwy weglowej przed i po 2, 4 i
6 tygodniowej hodowli plesni Aspergillus niger.

FIG. 5. Comparison of Raman spectra obtained
for the diamond-like films: before (reference) and
after 2, 4 and 6 weeks of Aspergillus niger growth.

Dyskusja

Wiekszos¢ z zastosowanych w badaniach drobnoustro-
jéw obrosto powierzchnie pokryte warstwami DLC i NCD.
Jest to dowdd braku toksycznego wplywu tych powtok na

mmamj

RYS. 4. Obraz SEM oraz mikroanaliza
rentgenowska prébek pokrytych warstwg DLC
przed (a) i po (b) hodowli plesni Aspergillus niger.
FIG. 4. SEM pictures and microanalysis of the
sample covered with DLC film before (a) and after
(b) growth of ASPERGILLUS NIGEr strain on its
surface, for about 3 months.

Significant differences between DLC and NCD coatings
before and after treatment with some microorganisms were
observed by means of the Raman spectroscopy - which is
the most suitable method to characterize the graphite phase.

The examples of Raman spectra for samples treated with
Aspergillus niger are presented in FIGURE 5. The two peaks
are referred to as a diamond (1340 cm™?) and a graphite
peak (~1600 cm™). The initial carbon coatings, which are
made by RF PCVD method, contains the mixture of sp? (typi-
cal of graphite) and sp?® (typical of diamond) hybrid carbon
atoms. The picture shows that the microorganisms can re-
move some graphite phase from DLC coatings.

Discussion

The majority of microbial strains used in the experiments
overgrew the surfaces covered with DLC and NCD layers.
It proves that these carbon coatings are not toxic for micro-
organisms. Furthermore, very strong adhesion of the fun-
gal mycelia to DLC and NCD coatings was noticed.

Among of the microorganisms listed in the TABLE 2, the
Aspergillus niger strain caused the strongest changes in
the thin carbon films. The results obtained indicate that apart
from the A. niger strain, the other filamentous fungi such as
Chaetomium globosum, Phanerochaete chrysosporium and
Mucor circinelloides as well as bacteria L. delbrueckii, Pseu-
domonas fluorescens and Nos-1a are highly active against
diamond coatings. Changes in the color of the diamond films
(FIG. 3a, 3b) resulted from appearing of the typical struc-
ture of medical stainless steel (FIG. 4b), and the Raman
spectra (FIG. 5) both indicated that the microorganisms
could remove the graphite from these coatings.

It is well-known that the carbon materials such as dia-
mond and graphite have significantly different chemical bond-
ing structure. There are double bonds between carbon at-
oms in the structure of graphite. It was assumed that these
bonds can be susceptible to chemical reactions, such as oxi-
dation/hydration, catalyzed by biological catalysts (enzymes).

Probably, enzymes and/or other metabolites produced by
microorganisms and released from the cells during their growth
have played an important role in the observed degradation
(modification?) of carbon coatings. The tested microscopic fungi
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mikroorganizmy. Zaobserwowano takze silng adhezje wie-
lu plesni i bakterii do warstw weglowych. Sposréd drobno-
ustrojow wymienionych w TABELI 2 plesnie Aspergillus
niger spowodowaty najwieksze zmiany w strukturze powtok
diamento-podobnych. Analiza wszystkich powtok weglo-
wych po usunieciu z nich drobnoustrojow wskazuje, ze
warstwy te sg réwniez modyfikowane przez plesnie Cha-
etomium globosum, Phanerochaete chrysosporium, Mucor
circinelloides oraz bakterie Lactobacillus delbrueckii, Pseu-
domonas fluorescence, jednak w mniejszym stopniu niz
przez Aspergillus niger.

Charakterystyczna zmiana barwy warstw weglowych
(RYS. 3a, 3b) prowadzaca do ujawnienia struktury typowej
dla stali medycznej (RYS. 4b), oraz wyniki analizy widm Ra-
mana (RYS. 5) wskazuja, ze drobnoustroje moga naruszac
faze grafitowg obecng w powtokach. Hipoteze te postawiono
biorgc pod uwage réznice w chemicznej strukturze diamentu
i grafitu. W czasteczce grafitu wystepuja podwdjne wigzania
pomiedzy atomami wegla o hybrydyzacji sp?. Sa to wigza-
nia, ktére moga ulega¢ reakcjom utleniania badz redukcji.
Prawdopodobnie enzymy i/lub inne metabolity wytwarzane
przez drobnoustroje podczas ich wzrostu moga odgrywacé
istotna role w obserwowanej modyfikacji warstw weglowych.

Wykorzystane w badaniach drobnoustroje produkuja
wiele enzyméw: rézne hydrolazy oraz oksydoreduktazy,
takie jak peroksydaza i oksydaza manganowa oraz lignino-
wa, oksydaza p-difenolowa (lakkaza) [8], jak réwniez w $ro-
dowisku ich wzrostu znajdowaé sie moze wiele reaktyw-
nych substancji niskoczgsteczkowych - jony manganu(ll),
szczawiany, nienasycone kwasy ttuszczowe, ktére moga
wspotuczestniczy¢ w degradacji lub modyfikacjach powtok
diamentopodobnych.

Podsumowanie

Niektére mikroorganizmy (szczegolnie plesnie A. niger)
modyfikujg powierzchnie powtok DLC i NCD. Obserwacje
makro- i mikroskopowe oraz analiza rentgenowska (z SEM)
i ramanowska warstw weglowych po dziataniu drobnoustro-
jow wskazujg na usuwanie (?) fazy grafitowej. Niewatpli-
wie, nalezy rozwazy¢ mozliwo$¢ zastosowania biokataliza-
toréw (enzyméw lub catych komérek drobnoustrojéw) do
modyfikacji twardych powtok weglowych.

ZASTOSOWANIE METODY
ELEMENTOW SKONCZO-
NYCH DO SYMULACJI
NAPREZEN POMIEDZY
WYPELNIENIAMI

A TKANKAMI ZEBA

Leszek KLIMEK, JACEK SAWICKI

INSTYTUT INZYNIERI MATERIALOWEJ, POLITECHNIKI £ODZKIE]
90-924 t 6pZ, uL. STEFANOWSKIEGO 1, PoLska

Streszczenie

Jedna z przyczyn nieskutecznos$ci stomatologicz-
nego leczenia zachowawczego moga by¢ napreze-

are able to produce plenty of enzymes (biological catalysts),
for example various hydrolases, manganese and lignin
peroxidases, polyphenol oxidase and other oxidoreductases
[8] as well as a number of low-molecular substances, like
manganese(ll) ions, oxalates and unsaturated fatty acids and
their derivatives, which can contribute to the degradation of
thin carbon layer deposited on stainless steel.

Conclusion

Some microorganisms can selectively remove/modify(?)
the graphite phase of DLC and NCD thin carbon coatings.
Undoubtedly, the possibility of an application of the
biocatalysts (enzymes or whole cells of microorganisms)
for modification of the carbon coatings to modify (improve)
their properties should be taken into consideration.
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Abstract

The stresses present in the teeth tissues and at
the boundary between the fillet and the these tissues



nia panujace w tkankach zeba i na granicy pomiedzy
wypetnieniem a tymi tkankami. Moga one powodo-
wac réznego rodzaju niekorzystne zjawiska np. po-
wstawanie szczelin i nieciggtosci, niszczenie tkanek
zeba badz materiatlu wypetnienia, wypadanie wype}-
nienia itp. Naprezenia te pojawiajg sie zaréwno w
wyniku sit dziatajgcych podczas procesu zucia pokar-
mow jak i tez sg wynikiem r6znych wiasciwosci fizycz-
nych materiatow wypetniajgcych i tkanek zeba. Istot-
ne jest, wiec poznanie ich wielkoscii charakteru. Nie-
stety nie mozna dokonac ich bezposredniego pomia-
ru. W niniejszym artykule przedstawiono wyniki sy-
mulacji naprezen panujacych w zebie podczas pro-
cesu zucia. Symulacji tych dokonano dla trzech r6z-
nych materiatbw wypetniajgcych i dwoch wielkosci
wypetnien.

Wstep

Jednym z gtéwnych zadan wypetnien stomatologicznych
jest zabezpieczenie przed wnikaniem drobnoustrojow do
glebszych tkanek zeba. W zwigzku z tym pojawienie sie
wszelkiego rodzaju nieciggtosci na granicy wypetnienie - tkan-
ki zeba jest zjawiskiem niekorzystnym. Stad w doborze sto-
matologicznych materiatow wypetniajgcych duzy nacisk kfa-
dzie sie na zapewnienie odpowiedniej szczelnosci wypetnie-
nia. Dobér odpowiedniego materiatu i wkasciwe opracowa-
nie ubytku a nastepnie jego wypelnienie powinny te szczel-
nos$¢ zapewni€. Pojawia sie jednak pytanie, co dzieje sie na
granicy wypetnienie - tkanki zeba na przestrzeni czasu. Ob-
serwuje sie, bowiem, ze prawidtowo wykonane wypetnienia
po pewnym czasie nie spetniajg swojej roli, obnizajac tym
samym skuteczno$c¢ stomatologicznego leczenia zachowaw-
czego. Jedng z przyczyn tych zmian moga by¢ naprezenia
panujgce w tkankach zeba i na granicy pomiedzy wypetnie-
niem a tymi tkankami. Mogg one powodowac r6znego ro-
dzaju niekorzystne zjawiska np. powstawanie szczelin i nie-
ciggtosci, odkruszanie sie tkanek zeba lub materiatu wype}-
niajgcego, wypadanie wypetnienia itp. Przyczyny ich powsta-
wania moga by¢ ré6znorodne. Naprezenia pojawiajg sie za-
réwno w wyniku sit dziatajgcych podczas procesu zucia po-
karmoéw jak i tez sg wynikiem réznych witasciwosci fizycz-
nych materiatdw wypetniajgcych i tkanek zeba (np. réznych
modutéw sprezystosci, réznych wspoétczynnikdw rozszerzal-
nosci cieplnej itp.). Istotne jest, wiec poznanie ich wielkosci i
charakteru. Niestety pomiaru tych naprezen nie mozna do-
konaé w sposéb bezposredni. Zagadnienie to mozna jednak
rozwigza przy zastosowaniu symulacji naprezen metoda
elementéw skoriczonych (MES) [1]. Jest to nowoczesna
metoda wykorzystywana do badan wytrzymatosciowych réz-
nych konstrukcji, pozwalajgca oblicza¢ naprezenia i odksztat-
cenia w nawet bardzo skomplikowanych konstrukcjach, wy-
konanych z materiatléw o réznych wtasciwosciach i r6zno-
rodnie obcigzonych [3]. Metoda ta znajduje réwniez zasto-
sowanie w analizie rozkladdéw naprezen wystepujacych np.
w strukturach kostnych cziowieka [4]. Metoda ta polega na
zastapieniu ciagtego osrodka, jakim jest badany obiekt ukta-
dem skoriczonym mniejszych elementow, potgczonych ze
sobg w punktach zwanych weztami.

Metodyka badan

Do prowadzenia symulacji naprezenh panujacych w zebie,
wypehnieniu oraz na granicy tkanki zeba - wypetnienie przy-
jeto model zeba przedstawiony na RYS. 1. Przyjety model
dyskretny zeba stworzono w oparciu o pakiet ANSYS, przyj-
mujac do jego budowy elementy ptaskie prostokatne o dwoch

can be the one of the reasons of the ineffectiveness
of the dental conservative treatment. They can cause
different kind kinds of disadvantageous phenomena
e.g. gaps and discontinuities formation, tooth tissues
or fillet material damage, falling out the fillet and so
on. These stresses are formed both as a result of act-
ing forces during mastication and different fillings and
tooth tissue material properties. It is important to know
theirs character and quantity. The direct measurement
is impossible, unfortunately. The computer simulations
results of the stresses formation in the tooth during
mastication process, are shown in this paper. This
simulation was run for three different filling materials
and two dimensions of these fillets.

Introduction

One of the most important purposes the dental fillings
serve is the protection against penetration of the microor-
ganisms into the deeper tissues of the tooth. Therefore oc-
currence of the all kinds of discontinuity at the boundary
filling-tooth tissues is a big disadvantage. Hence in the proc-
ess of filling material selection, the assurance of appropri-
ate integrity is highly pressed. Selection of proper material
and proper dental work out of the loss and following filling it,
should assure the proper integrity of the dental fillet. But
here appears the question what takes place at the bound-
ary filling-tooth tissues, during the space of time. It was ob-
served that the correctly made fillets don't perform their func-
tion after some time, what decreases the efficiency of the
dental conservative therapy. The stresses in the tooth tis-
sues and at the boundary between the filling and these tis-
sues can be one of the reason of this changes. These
stresses can cause different kinds of adverse phenomena
e.g. formation of the cracks and discontinuities, spalling of
the tooth tissues or filling material, falling out of the fillet.
The reasons of their formation can be various. Theses
stresses arise both as a result of forces acting during mas-
tication and different physical properties of filling material
and tooth tissues (for example different Young module, ther-
mal expansion coefficients). So, it is very important to know
the quantity and character of them. The measurement of
these stresses can not be done directly, unfortunately. This
problem can be, however, solved by means of computer
simulation of the stresses with use of FEM (Finite Element
Method) [4]. This is a modern method widely used in strength
researches of different constructions, allows calculation of
stresses distribution even in highly complicated cases made
of various types of materials of different properties and
loaded with various ways [3]. This method finds its place
also in analyzing the stresses distribution in human bone
system [2], and consists in replacing the continuous me-
dium, the investigated object is, with the system of finite
small elements connected each other at places called nodes.

Investigations

The tooth model shown in FIGURE 1, was subjected to
stresses distribution calculation in the fillet and at the bound-
ary filling-tissues. Assumed discrete model of the tooth was
based on the ANSYS software package, and constructed
of flat rectangular elements of two freedom degrees in the
node - type PLANE 42. Following the two kinds of defects
to fill in were modeled and are shown in FIGURE 1. The
parameters of the defects were selected to obtain filling only
in the enamel in one case, whereas in the second case
both in enamel and dentin. Next, the fillings made of differ-
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stopniach swobody w wezZle - typu PLANE 42. Nastepnie
zamodelowano w nim dwa rodzaje ubytku majgce pozniej
ulec wypetnieniu. Ksztalty i wielkosci tych ubytkéw przedsta-
wiono na RYS. 1. Parametry ubytkéw dobrano w ten spo-
séb, aby w jednym przypadku uzyskac wypetnienie tylko w
warstwie szkliwa, natomiast w drugim w warstwie szkliw i
zehinie. Nastepnie w tak przygotowanych ubytkach symulo-
wano wypetnianie trzema roznymi materiatami. Byly to: amal-
gamat, kompozyt i masa akrylowa. Wiasciwosci materiatow
wypetnien [2] przyjete do symulacji przedstawiono w TABE-
LI 1.

Aby okresli¢ naprezenia panujgce w zebie przyjeto, ze
podczas procesu zucia jest on obcigzony sita 1000 N.

W wyniku przeprowadzonej symulacji przy uzyciu pakietu
ANSYS otrzymano rozktady naprezen zredukowanych s, .,
poprzecznych s, i podtuznych s,. Analiza wyznaczonych
naprezen umozliwia ocene nie tylko maksymalnej wartosci
i znaku, lecz rowniez pozwala wskaza¢ miejsca wystepo-
wania ich lokalnych nieciggtosci.

Z ébina
Dentin

Zébna
Periodontium

Szkliwo
Enamel

Materiat
Material

Ko & zbita
Dense
bone

RYS. 1. Model dyskretny zeba i dwa typy
wypetnien.

FIG. 1. The discrete tooth model with two kinds of
defects to fill.

Masa
akrylowa
Acrylic mass

Ko&
gabczasta
Spongy bone

Amalgamat
Amalgam

Kompozyt
Composite

1370 27600 16600 2760

Modut Younga
Young modulus [ 83000 18600 68,9 13700
MPa

TABELA 1. Przyjete wlasciwosci materiatow
wypetniajacych.
TABLE 1. Properties of filling materials.

Wyniki symulacji przedstawiono na RYSUNKACH 2-7.
Wyniki badan

Rozktady poszczegoélnych naprezen w wypetieniu ptyt-
kim tylko w warstwie szkliwa przedstawiono dla amalgamatu
na RYS. 2, kompozytu RYS. 3imasy akrylowej RYS. 4. Ana-
logiczne rozktady naprezen dla wypetienia gtebokiego (w
warstwie szkliwa i zebiny) przedstawiono dla amalgamatu
na RYS. 5, kompozytu RYS. 6 i masy akrylowej RYS. 7.

Omowienie wynikow badan

Z przedstawionych wynikow wida¢ jak rozktadajg sie
naprezenia w zebie obcigzonym w wyniku procesu zucia.

ent materials were simulated. There were: amalgam, com-
posite, and acrylic mass. The filling materials properties [1]
are shown in TABLE 1.

To determine the stresses in the tooth we assumed that
during mastication process it is loaded with force at level
1000 N.

The reduced stresses s, transverse s, and longitudi-
nal s,ones were obtained as a result of carried out
simulations. The local discontinuities, maximum value and
the sign of the stress can be determined on the basis of
calculated stresses analysis.

The simulation results are shown in FIGURES 2-7.

Results

The distribution of particular stresses in case of shallow
fillet-only in enamel layer, for amalgam, composite and
acrylic mass are shown in FIGURES 2, 3 and 4 respec-
tively.

Analogous, the stresses distribution for deep fillet (in the
enamel and dentin layers) are shown in FIGURES 5, 6 and
7 for amalgam, composite and acrylic mass respectively.

Lowta - s

RYS. 2. Rozkiad naprezen w wypetnieniu ptytkim, materiat wypetniajgcy - amalgamat:
a) Rozktad naprezen zredukowanych w catym zebie; b) Rozktad naprezen zredukowanych w okolicy wypetnienia;
c) Rozktad naprezen podituznych w okolicy wypetnienia; d) Rozktad naprezenn poprzecznych w okolicy

wypetnienia.

FIG. 2. The stresses distribution in shallow fillet, filling material-amalgam:
a) Reduced stresses distribution in whole tooth; b) Reduced stresses distribution nearby the fillet;
c) Transverse stresses distribution nearby the fillet; d) Longitudinal stresses distribution nearby the fillet.
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RYS. 3. Rozkiad naprezen w wypetnieniu ptytkim, materiat wypetniajacy - kompozyt:

a) Rozktad naprezen zredukowanych w catym zebie; b) Rozktad naprezen zredukowanych w okolicy wypetnienia;
c) Rozktad naprezen podtuznych w okolicy wypetnienia; d) Rozktad naprezen poprzecznych w okolicy
wypetnienia.

FIG. 3. The stresses distribution in shallow fillet, filling material-composite:

a) Reduced stresses distribution in whole tooth; b) Reduced stresses distribution nearby the fillet;

c) Transverse stresses distribution nearby the fillet; d) Longitudinal stresses distribution nearby the fillet.
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RYS. 4. Rozkiad naprezen w wypetnieniu ptytkim, materiat wypetniajacy - masa akrylowa:

a) Rozktad naprezen zredukowanych w catym zebie; b) Rozktad naprezen zredukowanych w okolicy wypetnienia,
c) Rozktad naprezen podituznych w okolicy wypetnienia; d) Rozktad naprezen poprzecznych w okolicy
wypetnienia.

FIG. 4. The stresses distribution in shallow fillet, filling material-acrylic mass:

a) Reduced stresses distribution in whole tooth; b) Reduced stresses distribution nearby the fillet;

c) Transverse stresses distribution nearby the fillet; d) Longitudinal stresses distribution nearby the fillet.
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RYS. 5 Rozkiad naprezen w wypetnieniu gtebokim, materiat wypetniajgcy - amalgamat:

a) Rozktad naprezen zredukowanych w catym zebie; b) Rozktad naprezen zredukowanych w okolicy wypetnienia;
c) Rozktad naprezen podituznych w okolicy wypetnienia; d) Rozktad naprezen poprzecznych w okolicy
wypetnienia.

FIG. 5. The stresses distribution in deep fillet, filling material-amalgam:

a) Reduced stresses distribution in whole tooth; b) Reduced stresses distribution nearby the fillet;

c) Tansverse stresses distribution nearby the fillet; d) longitudinal stresses distribution nearby the fillet.

Na podstawie symulacji przeprowadzonych metoda elemen-
téw skoriczonych mozna dowiedzie€ sie, w ktérych obsza- Discussion
ry zeba sg najwieksze naprezenia, jaki majg znak a tym
samym ktére obszary sg najbardziej narazone na zniszcze-
nie. Mimo, ze sposoéb przytozenia sity wskazywatby, ze zgb
powinien by¢ Sciskany na przedstawionych symulacjach

The shown above results show the stresses distribution
in the tooth loaded during mastication process. One can
find out, on the basis of the computer simulations, in which

wida¢, ze w samym zebie wystepujg zaréwno naprezenia
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RYS. 6. Rozktad naprezen w wypetnieniu gtebokim, materiat wypetniajacy - kompozyt:
a) Rozktad naprezen zredukowanych w catym zebie; b) Rozktad naprezen zredukowanych w okolicy wypetnienia;
c) Rozktad naprezen podituznych w okolicy wypetnienia; d) Rozktad naprezen poprzecznych w okolicy

wypetnienia.

FIG. 6. The stresses distribution in deep fillet, filling material-composite:
a) Reduced stresses distribution in whole tooth; b) Reduced stresses distribution nearby the fillet;
c) Transverse stresses distribution nearby the fillet; d) Longitudinal stresses distribution nearby the fille.

d)

RYS. 7. Rozklad naprezen w wypetnieniu gtebokim, materiat wypetniajacy - masa akrylowa:
a) Rozktad naprezen zredukowanych w catym zebie; b) Rozktad naprezen zredukowanych w okolicy wypetnienia;
c) Rozktad naprezen podiuznych w okolicy wypetnienia; d) Rozktad naprezenn poprzecznych w okolicy

wypetnienia.

FIG. 7. The stresses distribution in deep fillet, filling material-acrylic mass:
a) Reduced stresses distribution in whole tooth; b) Reduced stresses distribution nearby the fillet;
c) Transverse stresses distribution nearby the fillet; d) Longitudinal stresses distribution nearby the fille.

Sciskajgce jak i rozciagajace, przy czym ich wielkos¢ zale-
zy gtéwnie od rodzaju materiatu wypetnienia. Np. dla amal-
gamatu zmieniajg sie one dla wypetnien ptytkich od warto-
Sci -4 MPa do +5 MPa, dla kompozytu od -9 MPa do +7
MPa i najwieksze sg dla masy akrylowej od -20 MPa do +9
MPa analogicznie dla wypetnien gtebokich: amalgamat od
?9 MPa do +18 MPa, kompozyt od -6 MPa do +24 MPa i
masa akrylowa od -12 MPa do +36 MPa. Takie réznice
pomiedzy naprezeniami zwigzane sa oczywiscie ze znacz-
nymi réznicami w modutach sprezystosci poszczegoélnych
materiatéw od 27600 MPa dla amalgamatu poprzez 16600
MPa dla kompozytu az do 2760 MPa dla masy akrylowej.
Im wieksze réznice modutéw sprezystosci pomiedzy tkan-
kami zeba a materialtem wypetniajacym tym wieksze po-
wstajg naprezenia i wieksze réznice miedzy maksymalnym
Sciskajgcym a maksymalnym rozciagajacym. Jest to takze
przyczyna réznic wielkosci naprezen wystepujacych w wy-
petnieniach gtebokich i ptytkich przy tym samym materiale
wypetniajgcym.

Dla kazdego rodzaju materiatu wypetniajacego najwiek-
sze naprezenia wystepujg na styku wypenienie - szkliwo
(w przypadku wypetnienia ptytkiego) i wypetnienie zebina
w przypadku wypetnienia siegajacego w gtab zebiny. | tutaj
takze zaznacza sie wyrazny wplyw roznic wtasciwosci
materialtdw na rozktad naprezen. Najwieksze naprezenia

areas of the tooth the stresses are the highest, what is their
sign and therefore which areas run a risk of damage. Al-
though the way of force placement would point, that the
tooth should be compressed, there can be seen on shown
simulations that there are both compressive and tensile
stresses in the tooth, and their level depends mainly on the
kind of fillet material. For amalgam, for instance, they change
for shallow fillets from -4 MPa to +5 MPa, for composite
from -9 MPa to +7 MPa, and they are the biggest for acrylic
mass: from -20 MPa to +9 MPa, analogously for deep fil-
lets: amalgam -9 MPa to +18 MPa, composite -6 MPa to
+24 MPa and acrylic mass -12 MPa to +36 MPa. These
differences between stresses are, of course, connected with
large differences between Young module of the particular
materials from 27600 MPa for amalgam by 16600 MPa for
composite to 2760 MPa for acrylic mass. The higher differ-
ences between tissues young module and filling materials
ones the highest stresses and higher differences between
maximum compressive and tensile stress. This is also the
reason of the differences between stresses in deep and
shallow fillings with the same filling material.

The highest stresses, for each kind of filling material,
occur at contact fillet-enamel (in shallow filling case) and
fillet-dentin in case of deep filling reaches inside the dentin.
The influence of different materials properties is sharply



zredukowane wystepuja przy wypetnieniach plytkich dla
masy akrylowej (240 MPa), mniejsze dla kompozytu (119
MPa) i najmniejsze dla amalgamatu (87 MPa). Nieco ina-
czej wyglada sytuacja przy wypetnieniu gtebokim. W tym
przypadku najwieksze naprezenia zredukowane wystepuja
przy wypetieniu z amalgamatu (102 MPa), mniejsze dla
kompozytu (100 MPa) i najmniejsze dla masy akrylowej (90
MPa). Takie réznice uszeregowan wynikajg z faktu, ze w
przypadku wypetnienia ptytkiego o wielkosci naprezen de-
cyduje réznica wtasciwosci pomiedzy materialem wypetnia-
jacym a szkliwem, natomiast w przypadku wypetnienia gte-
bokiego dochodzi jeszcze rdznica wkasciwosci miedzy ma-
terialem wypetnienia a zebing, ktéra ma zdecydowanie gor-
sze wkasciwosci niz szkliwo.

Analizujgc rozktady naprezen w okolicach wypenienia
mozna przewidywac jakie bedzie jego dalsze zachowanie
sie i konsekwencje tego. Przykladowo pojawienie sie na-
prezen rozciggajgcych moze powodowaé powstawanie
szczeliny pomiedzy wypetieniem a szkliwem. Konsekwen-
cja tego bedzie wnikanie bakterii w powstata szczelinge a
tym samym nie spetnienie podstawowej roli wypetnienia i
niepowodzenie procesu leczenia.

Przedstawione tutaj symulacje nie wyczerpujg wszyst-
kich przypadkéw obcigzenh zeba. Przede wszystkim symu-
lacje ograniczono tylko do trzech przyktadowych materia-
tow z calej bardzo szerokiej gamy dostepnych na rynku i
stosowanych we wspéitczesnej stomatologii. W badanych
przypadkach sita przyktadana byta tylko w jeden sposéb.
Przy innym przytozeniu sity, co ma na pewno miejsce przy
ré6znych budowach aparatu zucia (np. przy wystepowaniu
wad zgryzu) uktad powstajgcych naprezen moze by¢ zu-
petnie inny. Kolejnym czynnikiem, ktory powinien by¢
uwzgledniony sa naprezenia powstajgce w wyniku zmian
temperatur pojawiajacych sie podczas spozywania pokar-
mow np. gorace lub zimne napoje, lody itp.

Na podstawie przeprowadzonych badar mozna stwier-
dzi¢, ze metoda elementéw skoriczonych moze by¢ bardzo
pomocna w przysztym projektowaniu materiatow do wypet-
nien stomatologicznych. Pozwala ona na podstawie wia-
Sciwosci tych materiatow oraz wiasciwosci tkanek zeba prze-
widzie¢ naprezenia panujgce w uktadzie zab - wypenienie,
zachowanie sie wypetnienia jego interakcje z tkankami zeba.

WhniosKi

1. Metoda elementéw skornczonych daje duzo informacji o
mozliwosciach zachowania sie materialtéw stomatologicz-
nych iich interakcjach z tkankami zebdw.

2. Naprezenia panujgce w zebie i wypetieniu w duzym stop-
niu zaleza od relacji wtasciwosci tkanek zeba i materiatu
wypelnienia. Im wieksze réznice wtasciwosci tym napreze-
nia wieksze i ich rozktad jest bardziej niejednorodny.

3. W celu okreslenia przydatnosci konkretnego materiatu
wypelniajgcego konieczne jest przeprowadzenie symulaciji
uwzgledniajgcych duzo wiecej czynnikdw niz te, ktére przed-
stawiono w niniejszej pracy.

outlined, also here. The highest reduced stresses occur for
shallow fillings with acrylic mass (240 MPa), lower for com-
posite (119 MPa) and the lowest for amalgam (87 MPa).
The situation is a little bit different in case of deep fillets.
The highest stresses, in this case, occur for amalgam (102
MPa), lower for composite (100 MPa) and the lowest (90
MPa) in case of acrylic mass. Such differences in schedul-
ing come from the fact that, in case of shallow fillet the dis-
tinction between filling material and enamel properties is a
crucial factor determining the stresses level, whereas in case
of deep fillet, the material properties difference between the
filling material and the dentin, which has worse properties
than enamel, is added.

Analysis of the stresses distribution in the region of the
fillet allows one to forecast what will be its future behavior
and consequences. For example, the tensile stress occur-
rence can cause the gap formation between the fillet and
the enamel. The bacteria penetration in formed crevice is
the consequence, and thereby the basic role of the fillet is
not fulfilled and the therapy process is failed.

The all possible cases of loading the tooth shown in this
paper, do not exhaust the problem. The simulation was
restricted to three basic materials from the whole wide gamut
of available on market ones, and applied in modern stoma-
tology. The force was applied only in one way, in examined
cases. The system of arising stresses can be totally differ-
ent, at other force assumption what undoubtedly takes place
at different structures of mastication aid (e.g. occlusion
faults). The stresses that are formed by reason of tempera-
ture changes what takes place during food consumption
e.g. hot or cold drinks, ice creams, are the next factor.

On the basis of carried out experiments we can assert,
that FEM can be very useful in future design of dental filling
materials. This method allows, on the basis of mechanical
materials properties, to predict the stresses distribution in
the tooth-fillet system, behavior of the fillet and its interac-
tion with tooth tissues.

Conclusions

1. FEM gives a lot of information about possible interac-
tions between dental materials and teeth tissues and theirs
behavior.

2. The stresses in the tooth and the fillet depend mostly on
the relations between tissues and fillings properties. The
higher differences the higher stresses and the most non-
ununiform their distribution.

3. To determine the usability of the particular filling material
it is necessary to carry out simulations taking into account
much more factors than authors showed in this paper. Fig-
ures, tables, and formulas should be included on the same
page they are referred to in the text or, if it is not possible,
on the subsequent page.
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Streszczenie

We wspéiczesnej endodoncji stosowanych jest
wiele materiatéw wypetniajacych i uszczelniajgcych i
z kazdym rokiem ich ilo$¢ ro$nie. Warunkiem zasto-
sowania wtasciwego materialu jest znanie jego wia-
Sciwosci, z ktérych jedna z najistotniejszych jest za-
pewnienie odpowiedniej szczelnosci miedzy zebing a
wypetnieniem. Najczesciej stosowane metody oparte
sg na pomiarach penetracji barwnika w gtab wypet-
nienia. W niniejszej pracy przedstawiono mozliwosci
zastosowania elektronowego mikroskopu skaningo-
wego do okredlenia szczelno$ci wypetnien wstecz-
nych. Pokazano jakie daje on mozliwosci obserwacji i
ujawniania nieciagtosci i defektow wypetnieh wstecz-
nych, oraz przedstawiono korelacje wynikéw okresla-
nia szczelnosciw elektronowym mikroskopie skanin-
gowym z badaniem szczelno$ci metodg penetracji
barwnika. Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze
obserwacje w elektronowym mikroskopie skaningo-
wym daja informacje niemozliwe do uzyskania inny-
mi metodami. Reasumujac nalezy stwierdzi¢ ze moze
on by¢ cennym urzadzeniem uzupetniajgcym bada-
nia wypetnien wstecznych.

Wstep

Jednym z istotnych czynnikéw warunkujgcych prawidto-
we wsteczne wypetnienie kanatow korzeniowych po zabie-
gu resekgcji jest szczelno$¢ wypetnienia. Uzyskanie odpo-
wiedniej szczelnosci zalezy zaréwno od zachowania odpo-
wiedniej techniki wypetniania, jak i od jakosci zastosowa-
nych materiatéw. Biorac pod uwage to ostatnie bardzo waz-
nym zagadnieniem jest ocena stosowanych materiatéw pod
katem zapewnienia najlepszej szczelnosci. Wiasciwos¢ ta
oceniana jest najczesciej metoda penetracji barwnika. Isto-
ta jej polega na tym, ze po wykonaniu wypetnienia wstecz-
nego i zabezpieczeniu zewnetrznych powierzchni zeba
przed penetracjg barwnika odcina sie koniec korzenia i tak
przygotowany preparat zanurza sie w barwniku na okreslo-
ny okres czasu. Po jego uptywie wyjmuje sie zab z barwni-
ka, przecina wzdtuz lub zeszlifowywuje potowe zeba i pod
mikroskopem optycznym ocenia gtebokos¢ penetracji barw-
nika. Chociaz metoda ta jest prosta w sposobie wykonania
to jednak ma pewne niedogodnosci, polegajace miedzy in-
nymi na tym, ze w wielu przypadkach trudno (a czasami
wrecz niemozliwe) jest oceni¢ gtebokos¢ na jakg wniknat
barwnik (por. RYS. 1a i b). Samo okreslenie glebokosci
penetracji tez nie jest catkiem miarodajng oceng materia-
tu. Jezeli wezmie sie pod uwage, ze zachowanie odpowied-
niej szczelnosci wypetnienia ma na celu zapobiezenie wni-
kaniu drobnoustrojéw w jego gtab to moze zdarzy¢ sie sy-

SCANNING ELECTRON
MICROSCOPE

IN INVESTIGATION
ENDODONTICAL
MATERIALS

Leszek KLIMEK

INSTITUTE OF MATERIAL ENGINEERING,
TecHNICAL UNIVERSITY OF Lobz, Lobz, PoLAND

Abstract

Adequate root canal sealing is a basic prerequisite
for achieving successful endodontic treatment and
depends not only on a technique of obturation of the
whole root canal system but also on proper choice of
endodontic material. In contemporary endodontics
there are many different materials recommended for
root canal obturation and retrograde filling after api-
cectomy. A dye penetration technique and a scan-
ning electron microscope (SEM) are the methods most
often used in evaluation of the quality of fillings. The
study presents SEM observations of root canal and
retrograde fillings and determines the correlation be-
tween the SEM findings and the results of the dye
penetration method.

Introduction

One of the most significant prerequisites for adequate
root canal filling is its sealing. It depends not only on the
technique of filling but also on the quality of endodontic
materials used in treatment. Evaluation of materials for pro-
viding the best root canal sealing is thus a very important
problem. The apical dye penetration method has been most
often used to assess the apical seal of root canals. After
preparation of a retrograde filling and protection of outer
surfaces of the tooth against dye penetration, the root apex
is cut off and the tooth specimen is immersed in the dye for
a specific time. Next the tooth is cut along the entire length
or ground to its half and the depth of dye penetration is
checked under the light microscope. Although this method
is quite simple, sometimes it can cause problems during
evaluation of the depth to which the dye has penetrated the
tooth (FIG. 1a and b). Determination of the dye penetration
depth alone is not a reliable evaluation of material proper-
ties. If we consider that the adequate sealing serves to pro-
tect against bacteria penetration, it may happen that the
size of the gap is too small to enable micro-organisms to
penetrate but it can be large enough to let the dye go in-
side. In such a case, in spite of the fact that the feeling fulfils
its function, the result of penetration will be unfavourable.
The next inconvenience is lack of information on details
which may affect the quality of retrograde and orthograde
(root canal) fillings i.e. distribution of sealers in the root ca-
nal, integrity of gaps and fillings etc. These factors can have
a significant influence on improvement of current root-end
filling materials and designing of quite new ones. Consider-
ing all these problems, the dye penetration technique should
be carried out together with other examinations, which would
provide more complete picture of the quality of retrograde
and orthograde fillings.



tuacja, ze wielkos¢ szczeliny jest zbyt mata aby umozliwié
przenikanie drobnoustrojéw natomiast wystarczajgca do
whnikniecia barwnika. W takim przypadku, pomimo, ze wy-
petnienie spetnia swoje zadanie zabezpieczajgce, to wynik
penetracji bedzie niekorzystny. Kolejng niedogodnoscia jest
brak informacji na temat szczeg6téw mogacych miec istot-
ny wptyw na jakos¢ wypetnien wstecznych np. rGwnomier-
nosc¢ roztozenia past uszczelniajacych, ciagtos¢ szczeliny
itp., ktore to czynniki mogg mie¢ istotne znaczenie w ulep-
szaniu starych i projektowaniu nowych materiatéw do wy-
petnien wstecznych. Biorgc powyzsze pod uwage naleza-
toby te metode uzupetié o inne badania dajgce petniejszy
obraz jakosci wypetnien wstecznych.

Cel pracy

Wykorzystujac swoje kilkuletnie do$wiadczenia w oce-
nianiu jakosci wypetnien wstecznych autorzy niniejszej pracy
chca zaproponowac obserwacje wypetnien w elektronowym
mikroskopie skaningowym jako dajgca nowe informacje o
jakosci wypetnien wstecznych.

Celem pracy jest pokazanie, na przyktadzie wypetnien
wykonanych z réznych materiatdw, jakie informacje mozna
uzyskac¢ podczas obserwacji w elektronowym mikroskopie
skaningowym, oraz odniesienie uzyskanych wynikéw do
wynikéw uzyskanymi metoda liniowej penetracji barwnika.

Metodyka badan

Ocene szczelnosci wypetnien wstecznych przy zastoso-
waniu elektronowego mikroskopu skaningowego mozna
wykonywac obserwujac przekroje wzdtuzne zeboéw lub prze-
kroje porzeczne wykonywane na réznych gtebokosciach
(RYS. 2). W celu poprawienia jakosci otrzymywanych ob-
razéw wskazane jest (przed obserwacjami) pokrycie po-
wierzchni preparatu cienka warstwa wegla, ztota lub stopu
platyna - pallad, ztoto - pallad. Warstwy te umozliwiajg od-
prowadzenie tadunku elektrycznego z preparatu, a takze
poprawiaja wspoétczynnik emisji elektronéw wtérnych co
znacznie polepsza jakos¢ obraz6w umozliwiajac doktadniej-
sze pomiary. W niektérych przypadkach (szczegdlnie w
przypadku starszych typow mikroskopéw) pokrycie warstwa
przewodzaca moze by¢ wrecz warunkiem otrzymania pra-
widtowych obrazéw.

W zaleznosci, ktory przekrdj zastosujemy do badan to
mamy mozliwos¢ uzyskania r6znych informaciji. Obserwu-
jac przekroje wzdtuzne mozemy okresli¢ szczelnos¢ wy-
petnienia na catej jego gtebokosci. Natomiast istotng wadag

RYS. 2. Preparaty przygotowane do oceny
szczelnosci:

a) Przekroj wzdtuzny zeba;

b) Przekroj poprzeczny.

FIG. 2. Specimens prepared for evaluation of
sealing:

a) Longitudinal cross-section of the tooth;

b) Transverse cross-section of the tooth.

RYS. 1. Przekrdj zeba przygotowany do oceny
penetracji barwnika:

a) Przekr6j z wyraznie widoczng gtebokosciag
whnikniecia barwnika;

b) Przekréj z trudng do okreslenia gtebokosciag
whnikniecia barwnika.

FIG. 1. Longitudinal cross-section of the tooth
prepared for evaluation of dye penetration:

a) Longitudinal cross-section with difficult to
determine depth of dye penetration;

b) Longitudinal cross-section with definitely
visible depth of dye penetration.

The aim of the work

The authors of this study, on the basis of their long expe-
rience in evaluation of the quality of root canal and retro-
grade fillings, suggest the evaluation of fillings in a scan-
ning electron microscope as a method providing additional
information on the quality of retrograde and root canal fill-
ings.

The aim of the study is to present the information which
can be achieved during the SEM observations using fillings
made of various endodontic materials and to compare the
results with the findings of the linear dye penetration method.

Methods of the study

The evaluation of the retrograde sealing in the SEM can
be carried out through observation of longitudinal cross-
sections of teeth (FIG. 2a) or through transverse cross-sec-
tions cut at different depths (FIG. 2b). In order to obtain
images of a better quality it is recommended to cover speci-
men surfaces with a thin coating of coal, gold and platinum-
palladium or gold-palladium alloys. The layers enable the
electric charge to leave the specimen and also improve the
coefficient of secondary electrons emission to give a better
quality ofimages and provide more precise measurements.
In some case (especially in older types of microscopes)
covering the specimen with the conducting layer is neces-
sary to achieve proper pictures.

Different information can be obtained depending on the
kind of cross-section used for investigations. In case of lon-
gitudinal cross-sections, sealing of the filling along its entire
depth can be determined. However, this method has a sig-
nificant disadvantage i.e. sealing can be assessed only at
two sites and not on the whole circumference. On the other
hand observations of the transverse cross-section permit
evaluation of filling adherence on the whole circumference
but only at certain chosen depths. Unfortunately, one speci-
men serves only for preparation of either a longitudinal or
transverse cross-section, which is rather inconvenient. This
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tej metody jest to, ze mozemy oceni¢ szczelnos¢ tylko w
dwéch miejscach (a nie na catym obwodzie). Natomiast ob-
serwacja przekroju poprzecznego pozwala na ocene przy-
legania na catym obwodzie wypetnienia, ale z kolei ocenia-
my na pewnych wybranych gtebokosciach, nie majac moz-
liwosci ciggtej oceny szczelnosci w gtab wypetnienia. Nie-
stety na jednym preparacie mozliwe jest tylko wykonanie
przekroju poprzecznego lub wzdtuznego co jest pewna nie-
dogodnoscia, ale dotyczy ona takze oceny metodg pene-
tracji barwnika. Chcac miec petniejsza informacije nalezy
wykonac wieksza ilos¢ preparatéw i czes¢ z nich obserwo-
wac na przekrojach wzdtuznych a czes¢ na poprzecznych.

Wyniki obserwacji

RYS. 3. Wypetnienie wsteczne:

a) dobre przyleganie - brak szczeliny;

b) niewlasciwe przyleganie - szczelina okoto 10
mm.

FIG. 3. Retrograde filling:

a) adequate sealing of the material - lack of a gap;
b) inadequate sealing of the material - a gap of
about 10 mm width.

RYS. 4. Szczelina w wypetnieniu wstecznym:

a) pomiedzy pastg uszczelniajacg a zebing;

b) pomiedzy pasta uszczelniajaca a cwiekiem.
FIG. 4. The gap in the retrograde filling:

a) between the sealer and dentine;

b) between the sealer and the gutta-percha point.

RYS. 5. Przebieg nieciagtosci w wypetnieniu:

a) przez paste uszczelniajaca;

b) brak pasty uszczelniajacej.

FIG. 5. Different courses of discontinuity in the
filling:

a) through the sealer;

b) visible lack of the sealer.

problem is also encountered when the dye penetration
method is used for evaluation. In order to get more com-
plete information, a greater number of longitudinal and trans-
verse cross-sections should be prepared and examined in
SEM.

Results of the observation

The SEM radiographs demonstrate lack of integrity and
other drawbacks of root canal and retrograde fillings. SEM
investigations also reveal the presence of gaps between a
filling and dentine. FIG. 3 shows two fillings, one of them
with a proper seal between the material and dentine (Fig.
3b), and another one with a visible gap (FIG. 3b). Place-
ment of a marker on the microradiograph allows for precise
measurement of the gap width.

The next information, which can be obtained by the exami-
nation of SEM radiographs is the course of gaps and mate-
rial discontinuation. FIG. 4 presents a gutta-percha point
filling with a sealer. In the first case (FIG. 4a) the observed
gap occurred between the sealer and dentine, in the sec-
ond one the gap was seen between the sealer and the post.
This information is of great significance for further clinical
prognosis.

Lack of integrity in the filling can also occur in a different
way. FIG. 5 shows the course of the gap from the dentine-
sealer interface through the sealer to the gutta-percha point-
sealer interface. Whereas, FIG. 5b presents the site which
lacks the sealer.

Correlations of the sealing results
obtained by means of the dye
penetration method with the
method of gap width
measurements in SEM

The authors of this study in their previous in vitro research
investigated sealing of different groups of root canal filling
materials in endodontic treatment [1-3] including gutta-
percha points used with the lateral condensation technique
and with sealers AH-plus and RSA Roeko Seal Automix
[4], Harvard phosphate cement used alone to obdurate ca-
nals [5], and also materials for retrograde filling after api-
cectomy such as Megalloy amalgam used together with or
without the Copalite varnish [6], compomer Dyract AP [7],
and Super EBA -zinc oxide-eugenol cement reinforced with
ortho-ethoxybenzoic acid [7, 8]. The evaluation of sealing
was performed using the linear dye penetration method and
SEM investigations, in which gap widths were assessed.
During the evaluation with the dye penetration method dif-
ferent values of penetration at different depths were ob-
served. On the basis of the results obtained the materials
were classified according to the sequence of increasing dye
penetration: Dyract AP, gutta-percha with RSA Roeko Seal
Automix, Super EBA, gutta-percha with AH-plus, amalgam
with Copalite, amalgam without Copalite, and phosphate
cement. Direct observation of the materials studied in SEM
revealed the presence of gaps of different width between
the materials and the canal walls. The evaluation of sealing
of canal fillings in SEM showed the greatest gaps in the
fillings with phosphate cement (about 20 mm) [9]. Much
smaller gaps (about 8 mm) were observed in the amalgam
fillings [1]. Slightly smaller gaps than in amalgam were found
in the group of teeth filled by the lateral condensation method



W dalszej czesci pracy przedstawiono fotografie otrzy-
mane w elektronowym mikroskopie skaningowym, pokazu-
jace mozliwosci ujawniania i obserwacji wszelkiego rodza-
ju nieciggtosci i innych wad wypetnien wstecznych.

Korelacje wynikow szczelnosci
otrzymanych metodg penetracji
barwnika z metoda pomiarow
szerokosci szczelinw
elektronowym mikroskopie
skaningowym

Autorzy, przeprowadzili badania szczelnosci réznych
grup materiatéw stuzacych do wypetniania kanatéw w le-
czeniu endodontycznym [1-3], jak i materiatow do wstecz-
nego ich wypetniania po zabiegu resekcji. Oceniane zeby
wypetnione zostalty metoda bocznej kondensaciji gutaperki,
¢wieki uszczelniono pastami AH-plus i RSA Roeko Seal
Automix [4]. Cement fosforanowy Harvard stanowit samo-
dzielne wypetnienie kanatu korzeniowego [5]. Do wykona-
nia wypetnien wstecznych uzyto amalgamatu Megalloy za-
stosowanego z podkltadowym lakierem uszczelniajagcym
Copalite i bez tego lakieru [6], materiatu z grupy kompome-
row Dyract AP [7], oraz cementu tlenkowo-cynkowo-euge-
nolowego wzmocnionego kwasem orto-etoksybenzoeso-
wym Super EBA [7, 8]. Ocene szczelnos$ci przeprowadzo-
no metoda liniowego przecieku barwnika, a obecnosci
szczelin w réznych miejscach wypetnieri dokonano w elek-
tronowym mikroskopie skaningowym. Podczas oceny ma-
terialdbw metoda barwng materiaty uszeregowano w kolej-
nosci zwiekszajgcego sie przecieku barwnika: Dyract AP,
gutaperka z RSA, Super EBA, gutaperka z AH-plus, amal-
gamat z Copalitem, amalgamat bez lakieru uszczelniajgce-
go oraz cement fosforanowy. Metoda bezposredniej obser-
wacji badanych grup materiatow w elektronowym mikrosko-
pie skaningowym, stwierdzono obecnos¢ szczelin o roznej
szerokosci pomiedzy materiatem a $ciang kanatu. Ocena
szczelnosci wypetnien kanatowych przeprowadzona w SEM,
wykazata najwiekszg szczeline (okoto 20 mm) przy wypel-
nieniu kanatu cementem fosforanowym [9]. Zdecydowanie
mniejsze szczeliny (okoto 8 mm) obserwowano przy wypet-
nieniach z amalgamatéw [1]. W grupach zebéw wypetnio-
nych metoda bocznej kondensac;ji gutaperki z pastag RSA i
AH-plus wartosci byly mniejsze (2-3 mm) [10]. Najlepsza
szczelnos¢ uzyskano przy materiatach Dyract AP i Super
EBA, gdzie szerokos¢ szczeliny byta najmniejsza (ponizej
1 mm) [11]. Biorgc pod uwage, obserwowang w elektrono-
wym mikroskopie skaningowym, szerokos$¢ szczelin pomie-
dzy wypetieniem wstecznym a $ciang ubytku badane ma-
terialy mozna wiec uszeregowac, wg malejacych szeroko-
Sci szczelin, w nastepujacej kolejnosci: Dyract AP, Super
EBA, gutaperka z pastg RSA, gutaperka z pastg AH-plus,
amalgamat z lakierem Copalit, amalgamat bez lakieru
uszczelniajgcego i cement fosforanowy.

Na podstawie przeprowadzonych badar mozna stwier-
dzi¢, ze wyniki oceny szczelnosci wypetnien kanatowych
uzyskane metodg penetracji barwnika zbiezne sg z oceng
szerokosci szczelin obserwowanych w SEM. Uszeregowa-
nie materiatow w kierunku maksymalnych wtasciwosci zbli-
zona jest w obu metodach oceny.

with gutta-percha and RSA Roeko Seal Automix and AH-
plus (about 2-3 mm) [10]. The lowest gap values (below 1
mm) providing the best seal were noticed in Dyract AP and
Super EBA [11]. Taking under consideration the gap width
between the retrograde filling and the cavity wall examined
in SEM, a similar classification of the above-mentioned
materials into a few separate groups was observed.

Conclusions

The application of the SEM allows in a relatively simple
way to observe different sites of specimens at different
angles and in different magnifications. Due to the SEM in-
vestigations a greater number of information affecting the
more precise evaluation of the materials studied can be
achieved. Some of this information could not be gained by
means of other methods.

The SEM observations permit to evaluate not only the
depth but also the width of gaps between dentine and the
filling and to assess their course, integrity etc. Measure-
ments can be made on specimens coated with a conduct-
ing layer or without it. However, lack of conducting coating
causes some difficulties in performing precise measure-
ments.

Previous investigations reveal high agreement in evalu-
ation of materials made with two separate methods (meas-
urements of leakage length and gap width).

The scanning electron microscope appears to be a valu-
able supplementary means to other investigations of ma-
terials used for root canal filings and application of two ex-
amination methods provides a more reliable evaluation of
sealing of root canal and retrograde fillings.
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Podsumowanie

Zastosowanie skaningowego mikroskopu elektronowe-
go daje stosunkowo prosta mozliwos¢ ogladania prepara-
téw w roznych miejscach, pod réznymi katami i przy réz-
nych powiekszeniach co pozwala na uzyskanie zdecydo-
wanie wiekszej ilosci informacji majacych wptyw na petniej-
szg ocene badanych materiatow. Niektore z tych informacji
moga by¢ niemozliwe do uzyskania innymi metodami.

Obserwacje w elektronowym mikroskopie skaningowym
pozwalaja ocenic¢ zarowno glebokos¢ jak i szerokos¢ szcze-
lin wystepujacych miedzy zebing a wypetnieniem a takze ich
przebiegu, ciggtosci itp. Pomiaréw mozna dokonywaé na
preparatach napylonych warstwa przewodzaca jak réwniez
bez tej warstwy. Brak warstwy przewodzacej powoduje jed-
nak pewne trudnosci z dokonaniem doktadnego pomiaru.

Mikroskop skaningowy moze by¢ cennym narzedziem
uzupetniajgcym inne badania materiatéw stosowanych na
wypetnienia wsteczne.

DtUGOTERMINOWE
BADANIA ZMECZENIOWE
SZTUCZNEJ ZASTAWKI
SERCA POKRYTEJ
WARSTWA
NANOKRYSTALICZNEGO
DIAMENTU

KrzvszTor JoZwik, DARIUSZ WiTkowski, DAaMIAN OBIDOWSKI

PoLITECHNIKA £6DzKA, INSTYTUT MASZYN PRZEPEYWOWYCH
ZESPOL APARATURY MEDYCZNEJ
uL. WoLczanska 219/223, 93-005 topZ, PoLska

Streszczenie

Analizujac prace zastawki, szczegOlnie z punktu
widzenia niezawodnosci dziatania, nalezy uwzgled-
ni¢ liczbe cykli pracy serca. Nawet w potozeniu aor-
talnym rdéznica cisnienia przy zamknigtej zastawce nie
stanowi duzego jej obcigzenia. Natomiast to obcigze-
nie i ogromna liczba cykli pracy stwarza niebezpie-
czenstwo uszkodzenia protezy zastawki. W pracy
przedstawiono model uktadu krgzenia oraz stanowi-
sko do badan zmeczeniowych zastawek.

Stowa kluczowe: sztuczna zastawka serca, testy
zmeczeniowe, przeptyw pulsacyjny

Wstep

Sztuczna zastawka serca nalezy do grupy najbardziej
odpowiedzialnych "czesci zamiennych" wszczepianych lu-
dziom. Ze wzgledu na trudne warunki pracy i ryzyko $mier-
ci pacjenta w wyniku uszkodzenia zastawki lub jej niepra-
widtowego dziatania stawiane sg jej szczegélne wysokie

[10] Pawlicka H., Banaszek K., Klimek L., Olejniczak M.: "Apical
leakage in root canals with gutta-percha using three different se-
alers." International Conference on Material Engineering - New
Materials and Technology Applied in Automotive Industry and Bio-
materials. Liberec 4-6 June 2001, p. 9, CD Paper 6.

[11] Banaszek K., Pawlicka H., Klimek L.: "Super EBA and Dyract
AP materials as retrograde filings after apicectomy. Conference
Materials of Conservative Dentistry Section of the Polish Dental
Association "Achievements in Dentistry at the beginning of the XXI
Century." Salmed 2001, Poznan, 5-6 April 2001.

A LONG-TERM
MECHANICAL FATIGUE
EXAMINATION OF THE
ARTIFICIAL HEART VALVE
WITH AN NCD COATING

KRrzysztor JoZ4wik, DArIusz WiTkowski, Damian OBIDOWSKI

TecHNICAL UNIVERSITY OF £6DZ, INSTITUTE OF TURBOMACHINERY
DivisioNn oF MEeDICAL APPARATUS
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Abstract

Analysing heart valve operation, especially from
the viewpoint of operational reliability, one has to take
into account the number of cycles of heart operation.
The pressure difference for closed heart valve is not
a significant load, even for aortal position. However,
this load and a huge number of operation cycles cre-
ates a danger of artificial heart valve damages. A
model of human body cardiovascular system and a
test rig for fatigue investigations have been presented.

Key words: Artificial heart valve, fatigue test, pulse
flow.

Introduction

An artificial heart valve is one of the most responsible
"spear parts" that are implanted into human body. Extremely
high reliability and fatigue strength are demanded due to
very difficult operation conditions and risk of death of the
patient if break of operation or malfunction occurs. Experi-
mental set-up used for valve investigations in such a way
that it performs as many cycles per minute as possible has
to be introduced to shorten time of mechanical fatigue tests.
An assumption that artificial heart valve has to perform 100



wymagania odnosnie wytrzymatosci zmeczeniowej i nieza-
wodnosci. Celem stawianym stanowisku doswiadczalnemu
jest skrécenie czasu potrzebnego na wykonanie testow
zmeczeniowych poprzez zwiekszenie ilosci cykli wykony-
wanych przez zastawke w jednostce czasu. Zaklada sie,
ze sztuczna zastawka serca bedzie pracowac nieprzerwa-
nie przez 100 lat.

Podatnosé tetnicza
uktadu ptucnego

sionkbw serca pravego

RYS. 1. Schemat uktadu krwionosnego cztowieka
[3].

FIG. 1. Scheme of physical model of human body
cardiovascular system [3].

Opis doswiadczenia

Ze wzgledu na kraricowo wysokie ryzyko Smierci pacjenta
sztuczna zastawka serca musi spetnia¢ wysokie standardy
biokompatybilnosci i odpornosci zmeczeniowej.

Badania dtugoterminowe moga zosta¢ skrocone dzieki
pracy w trudniejszych od rzeczywistych warunkach oraz wy-
konywania wiekszej ilosci cykli w jednostce czasu niz mato
miejsce w ludzkim organizmie co ma wpltyw na szybsze
zuzycie zastawki.

Badana zastawka poddana jest pracy w trybie 24 godzin
na dobe 7 dni w tygodniu i poddawana jest badaniom z
wykorzystaniem réznych metod badawczych w zaplanowa-
nych odstepach czasu.

Uktad krwionosny cztowieka moze zostac¢ uproszczony
wedtug schematu zaprezentowanemu na RYSUNKU 1.
Glownymi elementami sg rozdzielone przedsionki, komory
kontrolowane przy pomocy sterownika oraz dwéch oporow
odpowiadajgcych obu obiegom krwi.

Stanowisko badawcze

[11.[2].[3].[4]

Model uktadu krwionosnego cztowieka zaprezentowany
na rysunku 1 moze stuzy¢ to badan przeptywowych w po-
szczegOlnych fragmentach systemu oraz pozwala na ba-
dania odksztalcen naczyn.

W celu uproszczenia budowy stanowiska badawczego
skonstruowano bardzo uproszczony model uktadu krwio-
nosnego skladajgcego sie z rozdzielnych obiegéw: lewego
i prawego serca.

Prezentowany na schemacie uktad sktada sie z dwoch
niezaleznych obieg6w - obiegu ptucnego i obiegu systemo-
wego - wraz z oddzielnym lewym i prawym sercem. Krew

years of continuous operation is made.

Examination procedure

Due to extremely high risk of patient death artificial heart
valve has to fulfil very strict biocompatibility and failure
strength standards. Long-term mechanical experiments
may be shorten by increasing the number of cycles pre-
formed in time interval and by operation in more difficult
conditions then in human body which cause faster fatigue
of valve elements. An artificial heart valve is operating 24
hours per day, 7 days a week and is examined by means
of different methods in assumed time periods.

The human body cardiovascular system may be simplified
to the one shown in FIG. 1. Two separated closed atriums,
two ventricles driven by controller and two resistances cor-
responding to both circuits are main elements of this model.

Experimental set-up [1],[2],[3].[4]

The physical model of human body cardiovascular sys-
tem as presented in Fig. 1 can be used for examination of
flow through particular parts of system and for measure-
ments of aorta distortion.

Highly simplified physical model of human body cardio-
vascular system consisting of separated parts - left and
right heart as presented in FIG. 1 - was utilized for simplifi-
cation of test rig structure. On the basis of this model ex-
perimental setup has been designed. It consists of two cir-
culation systems: lung circuit with right heart and system
circuit with left heart. A model of atrium is placed down-
stream every heart ventricle. Pressure in atrium is control-
led by the hydrostatic pressure regulated by a liquid eleva-
tion in atrium (a height of liquid column measured versus
the ventricle level).

All vessels in human body are elastic. In a case of stiff
vessels even short pump stoppage causes almost imme-
diate drop of pressure gradient and stop of flow in this ves-
sels. Heart is a pump of pulsating type of operation. Elas-
ticity of blood vessels in body enables maintenance of pres-
sure gradient. Thus energy accumulated in strained ves-
sels is given up when heart is not pumping out blood and
maintain the blood flow. A closed box with compressed air
in it is a simplified model of this phenomena. The pump
operation causes a compression of air in the box. Air is a
source of pressure that causes outflow from the box be-
tween time periods of pump operation. A model of cardio-
vascular system has two compliance reservoirs: one for
lung circuit and one for system circuit. A compliance may
be regulated by means of air pressure thanks to the valve
located on the top of box or by liquid level in the box.

As in case of human body presented system is closed
that means there is no contact of liquid nor air with the
environment. Liquid circulates in the system and there is
no delivery of liquid from outside. Pump sucks in liquid from
reservoir and pumps it through air reservoir and pulsator to
the observation chamber. Pressure is continuously meas-
ured thanks to two pressure transducers with displays, and
is kept in the range corresponding to physiological condi-
tions.

More difficult operation conditions exist in the left part of
heart thus it is assumed that it is enough to examine artifi-
cial heart valve for such conditions and obviously it would
properly operate when placed it in the right heart. This as-
sumption allows one to introduce experimental set-up per-
forming only work done by left heart and considerably sim-
plify the test rig. Experimental set-up is presented in FIG.
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wplywa najpierw do przedsionka a nastepnie do komory
serca. Cisnienie w przedsionkach kontrolowane cisnieniem
hydrostatycznym i regulowane jest wysokosciag stupa cie-
czy w przedsionku (ponad poziom cieczy w komorze).

WSszystkie naczynia w organizmie cziowieka sa elastycz-
ne. W przypadku sztywnych naczyn nawet krotkotrwate
zatrzymanie pompy powoduje niemal natychmiastowe za-
trzymanie przeptywu cieczy w tych naczyniach. Serce jest
typem pompy pulsacyjnej. Elastyczno$¢ naczyn krwiono-
snych pozwala utrzymywacé gradient cisnief. W czasie gdy
serce nie pompuje krwi energia zgromadzona w rozciagnie-
tych naczyniach zostaje uwolniona i powoduje przedtuze-
nie przeptywu. W naszym modelu role rozprezajacych sie
naczyn petni sprezone powietrze zgromadzone w zbiorni-
ku podatnosci. Powietrze spreza sie w chwili pracy serca.
Na model uktadu krwionosnego sktadaja sie dwa z dwa
zbiorniki podatnosci. Podatnos¢ w zbiorniku regulowana jest
dzieki zaworowi dzieki ktéremu mozna zwiekszy¢ lub zmniej-
szy¢ ilos¢ powietrza a dzieki temu cisnienie.

Podobnie do uktadu krwionosnego w ciele cztowieka pre-
zentowany system jest zamkniety co oznacza ze ciecz nie
ma kontaktu bezposrednio z otoczeniem. Ciecz krazy w
uktadzie zamknietym do ktérego nie dostarcza sie ani nie
odprowadza sie cieczy. Plyn jest pobierany ze zbiornika,
przeptywa przez zbiornik podatnosci, generator pulsaciji i
przeptywa przez zastawke. Cisnienie jest monitorowane
dzieki dwém przetwornikom cisnienia z wyswietlaczami i
utrzymywane jest w granicach cisnienia fizjologicznego.

e Przetwornik

?\‘m ',ﬂ ’ ciqienia
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RYS. 2. Zdjecie prezentowanego stanowiska.
FIG. 2. Experimental set-up designed at the
Technical University of Lodz.

2. It realizes 1000 cycles (heart beats) per minute. Thanks
to this system it is possible to shorten investigations at least
14 times.
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RYS. 3. Poréwnanie stanowisk eksperymentalnych
zaprojektowanych na Politechnice w Achen oraz
w Politechnice t.6dzkiej.

FIG. 3. Comparison of two experimental set-ups
designed in Helmholtz Institute, RWTH Aachen (on
the left) and in Institute of Turbomachinery,
Technical University of Lodz (on the right) [5].

Discussion of different solutions

Discussed problems one can solve in different ways. A
generation of pulsating flow conditions is needed for inves-
tigations of mechanical fatigue of artificial heart valves. Two
different approaches to pulsator design (necessary for
simulations of modelled blood flow trough the heart valve)
are presented in FIG 3.



Ze wzgledu na wigkszy gradient ci$nier uznaje sie ze zastaw-
ka w lewej komorze serca ma trudniejsze warunki pracy. Za-
ktada sie ze zastawka ktora bedzie zbadana w trudniejszych
warunkach bedzie réwnie dobrze pracowac¢ w zakresie niz-
szych cisnien. Dzieki tym zatozeniom stanowisko badawcze
zostato uproszczone do pojedynczego obiegu zasilanego przez
jedna pompe. W ktérym gradient cisnier odpowiada gradien-
towi cisnien w uktadzie systemowym czlowieka.

Stanowisko zostato przedstawione na RYSUNKU 2. Po-
zwala ono na wykonanie 1000 cykli (uderzen serca) w ciag-
gu 1 minuty. Dzieki temu do$wiadczenie moze zostac skro-
cone 14-krotnie.

Przedstawienie innych rozwigzan

Jest wiele roznych sposobow rozwigzywania problemaow.
Dla badan zmeczeniowych sztucznej zastawki serca przed-
stawiono ponizej dwa rézne rozwigzania dla uzyskania pul-
sacyjnego przeptywu niezbednego do symulacji naturalne-
go przeptywu przez zastawke. Poréwnanie obu rozwigzan
przedstawia RYSUNEK 3.

Najwazniejsza roznica pomiedzy tymi dwoma rozwigzania-
mi polega na wytworzeniu pulsacyjnego charakteru przepty-
WU cieczy przez sztuczng zastawke serca. Na rysunku po le-
wej stronie wedle rozwigzania w Achen przeptyw cieczy wy-
muszony jest przez ruch stolu wymuszajgcego zmiane cisnie-
nia w komorze cisnienia, podczas gdy na rysunku po prawej
stronie charakter przeptywu z ciggtego zmieniony jest dzieki
obrotowemu watkowi z otworem poprzecznym zmieniajgc
charakter przeptywu z ciagtego na pulsacyjny. Takie rozwig-
zanie umozliwia zwiekszenie czestosci pracy zastawki.

TROMBOZGODNOSC
WARSTW NCD NA
POWIERZCHNI STOPOW
TYTANOWYCH

OkrOJ W.*, Jakusowskl W.*, PrzyBYSZEWSKA |.*, PIREK M.*,
Komorowski P.*, MRUKLIK M.*, Szymanskl W.*, Kosepa P.*,
WaLkowiak B.**
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**ZaktAD BIoFizykl MOLEKULARNEJ | MEDYCZNEJ, UNIWERSYTETU
MEebycznEGO, £6DZ

Kontakt biomateriatow z krwig jest zjawiskiem nie do
korica wyjasnionym. Interakcje powierzchni implantéw lub
sprzetu medycznego z krwig nie powinny powodowac
uszkadzania elementéw morfotycznych krwi, zmieniac skia-
du elektrolitéw, zmienia¢ struktury biatek, blokowaé czyn-
nosci enzymow oraz wplywac na proces krzepniecia krwi.
Materiaty krwiozgodne nie moga tez wywotywacé w otacza-
jacych tkankach efektow toksycznych, alergizujgcych ani
tez skutkéw mutagennych [1, 2].

Warstwy weglowe, otrzymywane z zastosowaniem réz-
nych technik, wydaja sie by¢ obiecujacymi modyfikacjami po-
wierzchni implantéw do kontaktu z krwig, nie tylko dzieki ich
znakomitym wtasnosciom fizycznym ale takze ze wzgledu
na ich sktad chemiczny, ktéry czyni je biozgodnymi. [3, 4, 5].

Celem pracy byto poréwnanie trombozgodnosci stopu
tytanu Ti6AI4V, TiN z powierzchnig tych samych materia-
tow pokrytych warstwa nanokrystalicznego diamentu (NCD).

The way of generation of pulsating flow supplying the test
chamber with an artificial heart valve is the main difference
of presented test rigs. In the Aachen solution one can ob-
serve that flow of liquid is forced by movement of plate
driving pressure capsule while in set-up designed at TU of
Lodz liquid is flowing continuously (owing to the continu-
ous pump operation) a rotating shaft with holes creates
pulsating flow. Such solution allows one to increase the
frequency of heart valve operation.
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The contact of biomaterials with blood is a not yet fully
explained phenomenon. Interactions of implant surface or
medical equipment with blood should not cause damages
of blood cells, change electrolyte composition, alter protein
structure, block enzymatic activity or influence blood clot-
ting. Blood-compatible materials must not cause toxic or
allergenic effects in surrounding tissues or develop muta-
genic effects [1,2].

Carbonic layers obtained via various techniques seem
to be promising modifications of implant surface for con-
tact with blood not only because of their chemical compo-
sition which makes them biocompatible [3,4,5].

The aim of this study was to compare
thrombocompatibility of titanium alloy Ti6AI4V, TiN with a
surface of the same materials but covered with a layer of
nanocrystalline diamond (NCD).
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Materiat i metody

Materiat do badan:

Do badan uzyto krazkéw grubosci 3 mm i Srednicy 8 mm
wykonanych ze stopu tytanu (Ti6Al4V) i takich samych krgz-
kéw pokrytych azotkiem tytanu (TiN) metoda implantacji
jonowej. Powierzchnia probek byta obrabiana mechanicz-
nie poprzez obrobke skrawaniem. Czes$¢ kragzkéw zostata
pokryta warstwg NCD metoda Radio Frequency Plasma
Chemical Vapour Deposition (RF PCVD).

Kontakt badanych powierzchni z krwig:

Probki przed eksperymentem umyto dwukrotnie w wo-
dzie destylowanej a nastepnie w etanolu. Krew pobierano,
zgodnie z Deklaracjg Helsinska, od zdrowych ochotnikéw,
ktorzy nie stosowali zadnych lekéw antyptytkowych w ostat-
nich trzech tygodniach przed badaniem. Jako antykoagu-
lantu uzyto 3,8% cytrynianu sodu (1:9, v:v), a nastepnie
krew odwirowano (1000xg, 10 min) w celu uzyskania oso-
cza ubogoptytkowego. Wszystkie probki (Ti6Al4V, TiN,
Ti6Al4V+NCD, TiN+NCD) umieszczano w 0soczu ubogo-
ptytkowym na kilkanascie godzin w temperaturze 4°C. Na-
stepnie prébki ptukano dwukrotnie w 10mM buforze fosfo-
ranowym PBS o pH 7,4 (zawierajagcym 140 mM NaCl). Ko-
lejny etap to kontakt probek z petng krwig cytrynianowag
przez 1 godzine, przy zapewnieniu ciagtego ruchu krwi w
probdwce.

Przygotowanie probek do obserwacji w skaningowym
mikroskopie elektronowym:

Prébki utrwalano w 2,5% aldehydzie glutarowym przy-
gotowanym w 0,1M buforze fosforanowym o pH 7,4 przez
1 godzine w temperaturze 4°C. Nastepnie ptukano je w bu-
forze fosforanowym dwa razy po 10 minut. Badane po-
wierzchnie odwadniano stosujgc szereg alkoholi o wzra-
stajgcym stezeniu, suszono na powietrzu i napylano 20-30
nm warstwg ztota w napylarce JEOL JEE-4X. Obserwacji
dokonywano w mikroskopie skaningowym HITACHI-3000
N przy napieciu 5 kV.

Wyniki

Kontakt krwi petnej z powierzchnig stopu Ti6AI4V i
Ti6AI4V+NCD

Po jednogodzinnym kontakcie z petna krwig powierzch-
ni stopu tytanu Ti6Al4V stwierdza sie obecnos¢ licznie za-
adherowanych ptytek krwi oraz pojedyncze leukocyty o sred-
nicy okoto 5 mm (RYS. 1a). Wieksze powiekszenia mikro-
skopowe ujawniaja, ze plytki posiadajg dtugie, liczne pseu-
dopodia. Krwinki ptytkowe przylegaja do podtoza pojedyn-
czo lub tworzg niewielkie 2-3 ptytkowe zespoty (RYS. 1b).
Srednio na 100 mm? powierzchni stopu tytanu przypada
3,4 ptytki krwi. Natomiast na powierzchni NCD nalozonej
na stop tytanu Ti6Al4V, po kontakcie z krwig, obserwowa-
no rowniez liczne ptytki krwi roztozone rownomiernie na catej
powierzchni prébek. Spotykano tez niekiedy leukocyty o
Srednicy 5 mm? (RYS. 1c). Plytki krwi przylegajg pojedyn-
czo i posiadaja liczne, cienkie i dlugie wypustki (RYS. 1d).
Obliczono, ze na 100 mm2powierzchni tego stopu pokryte-
go warstwg NCD zaadherowane sg S$rednio 2 ptytki krwi,
co stanowi okoto 59 % liczby ptytek obserwowanych na sto-
pie tytanu bez warstwy NCD.

Kontakt krwi petnej z powierzchnig TiN i TIN+NCD

Po kontakcie z pelng krwig, na powierzchni azotku tyta-
nu stwierdzono przede wszystkim liczne leukocyty oraz nie-
wielka liczbe plytek krwi (RYS. 2a). Wszystkie leukocyty sa
ksztattu kulistego i majg te sama wielkos$¢ - okoto 5 mm Sred-
nicy. Plytki krwi natomiast sg r6znoksztattne i posiadajg

Materials and methods

Material for study:

Round bars, 3 mm thick and 8 mm in diameter made of
titanium alloy (Ti6Al4V) and similar round bars covered with
titanium nitride (TiN) by ionic implantation, were used for
the study. Surface of samples was mechanically treated
through machining. Part of the samples was covered with
NCD layer according to Radio Frequency Chemical Vapor
Deposition ( RF PCVD) method.

Contact of studied surfaces with blood:

Samples were washed twice, before the experiment.
Once in distilled water and then in ethanol washer. Blood
was collected, according to Helsinki Declaration, from
healthy volunteers who had not used any anti-platelet drugs
for the last three weeks before the experiment. 3.8% so-
dium citrate (1:9, v:v) was used as a anticoagulant and next
blood was centrifuged (1000 x G, 10 minutes) in order to
obtain platelet poor plasma (PPP). All the samples (Ti6Al4V,
TiN, Ti6AI4V+NCD, TiN+NCD) were placed in platelet poor
plasma for several hours in temperature 4°C. Then sam-
ples were rinsed twice in 10 mM phosphatic buffer PBS
with pH 7.4 (containing 140 mM NaCl). Next stage was the
contact of the samples with whole citrate blood for one hour,
with continuous movement of blood in test tube.

Preparation of samples for observation in scanning
electron microscope:

The samples were fixed in 2.5% glutaraldehyde prepared
in 0.1 M phosphatic buffer with pH 7.4 for one hour in tem-
perature 4°C. Then they were twice rinsed in phosphatic
buffer and gradually increasing concentration of ethanol,
air dried and sputter with 20-30 nm layer of gold in JEOL
JEE-4X sputtering apparatus. Observations were made
under scanning electron microscope HITACHI-3000 N with
voltage 5 kV.

Results

Contact of whole blood with surfaces of alloys Ti6Al4V
and Ti6Al4V+NCD

After one hour exposition of Ti6Al4V alloy surface to whole
blood a presence of numerous adhered blood platelets and
single leukocytes of diameter app. 5 pm were found (FIG.

RYS. 1. Obraz powierzchni stopu tytanu Ti6AI4V
(a,b) oraz powierzchni Ti6Al4V pokrytego warstwag
NCD (c,d) po kontakcie z krwia.

FIG. 1. Image of Ti6Al4V titanium alloy surface (a,b)
and surface of Ti6Al4V covered with NCD layer
(c,d) after exposure to blood.



rézna liczbe wypustek (RYS. 2b). Liczba ptytek przypada-
jaca na 100 mm? wynosi 0,42. Po pokryciu azotku tytanu
warstwg NCD stwierdzono na tej powierzchni réwniez duza
liczbe leukocytow, ktére wydaja sie by¢ w Scislejszym kon-
takcie z podtozem, poniewaz czesto obserwuje sie wytwa-
rzanie wypustek cytoplazmatycznych przez te komorki. Na-
tomiast liczba zaadherowanych ptytek zdecydowanie ma-
leje, bo na 100 mm?2przypada ich $rednio ok. 0,2, co stano-
wi 47% liczby ptytek obserwowanych na powierzchni azot-
ku tytanu (RYS. 2c, d).

RYS. 2. Powierzchnia azotku tytanu TiN (a,b) i
azotku tytanu z naniesiong warstwa NCD (c,d) po
jednogodzinnym kontakcie z krwia.

FIG. 2. Surface of titanium nitride TiN (a,b) and
titanium nitride with of NCD layer (c,d) after a
contact. with blood for one hour.

Dyskusja

Pierwsza reakcja na kontakt krwi ze sztuczna powierzch-
nig jest depozycja na powierzchni implantu biatek osocza,
co w konsekwencji moze powodowac¢ adhezje i aktywacje
ptytek krwi. Przyleganie krwinek ptytkowych do wielu bio-
materiatéw jest mniejsze w poréwnaniu z przyleganiem do
btony podstawnej naczyn i do kolagenu, ma jednak decy-
dujace znaczenie w serii reakcji prowadzacych do powsta-
nia skrzepu. Réwnoczesnie obserwuje sie adhezje leuko-
cytéw i erytrocytéw do obcej powierzchni [1]. Stopien akty-
wacji ptytek krwi [1] zalezy od rodzaju zdeponowanego biat-
ka: fibrynogen aktywuje adhezje ptytek, podczas gdy albu-
miny zapobiegaja jej. Tak wiec stosunek albumin do fibry-
nogenu zaadsorbowanego na biomateriale moze by¢
wskaznikiem jego trombozgodnosci. Im mniejsza jest war-
tos¢ tego wskaznika, tym wieksza obserwuje sie liczbe za-
adherowanych piytek [2, 6, 7].

Aktywacje ptytek krwi mozna oceni¢ poprzez zmiane
ich ksztattu, formowanie pseudopodiéw, zmiany chemicz-
ne w btonie komdrkowej, indukcje aktywnosci prokoagula-
gacji oraz uwalnianie mikroczastek lub matych pecherzy-
kéw btonowych z ich powierzchni [8].

Stwierdzono, ze materialy o duzej szorstkosci powodujg
przyleganie i moga indukowac¢ kontaktowe naprowadzanie
komoérek, dzieki czemu utatwiony jest ich ruch po biomate-
riale na skutek reorganizacji cytoszkieletu [9].

Wykazano, ze im bardziej zr6znicowana mikrostruktura
powierzchni tym wieksza jest liczba zaadherowanych pty-
tek krwi, wyzsza ekspresja selektyny P i wieksza liczba
tzw. mikroczastek uwalnianych z krwinek ptytkowych [8, 10].

1a). Larger microscopic magnifications show that platelets
have long, numerous pseudopodia. Blood platelets adhere
to a surface alone or form small groups consisting of 2-3
cells (FIG. 1b). Approximately there are 3,4 platelets on 1
mm? of a surface. And on NCD surface covering Ti6Al4V
titanium alloy, after exposure to blood numerous platelets
were observed distributed equally on the whole surface of
samples. Sometimes leukocytes of 5 mm diameter were
also visible (FIG. 1c). Platelets adhere alone and they have
numerous, thin and long pseudopodia (FIG. 1d). It was cal-
culated that for 1 mm?of surface of alloy covered with NDC
approximately 2 platelets are adhered, which constitutes
to app. 59% of the number of platelets observed on tita-
nium alloy without NCD layer.

Contact of whole blood with surface of TiN and
TiN+NCD

After exposure to whole blood numerous of leukocytes
and small number of platelets were found on surface of tita-
nium nitride (FIG. 2a). All the leukocytes have sperical shape
and the same size - app. 5 mm diameter. Blood platelets
are, however, heteromorphic and have different number of
pseudopodia (FIG. 2b). Number of platelets for 100 mm? is
0.42. After titanium nitride was covered with NCD large
number of leukocytes was found on the surface also, and
they seem to be in tighter contact with the surface, because
its observed formation of cytoplasmic processes by those
cells. However, number of adhered platelets, decreases sig-
nificantly, and for 100 mm? of surface there are app. 0.2, which
constitutes 47% of the number of platelets observed on a
surface of titanium nitride (FIG. 2c, d).

Discussion

First response of blood on contact with artificial surface
is the deposition of plasma proteins, on implant surface.
This causes adhesion and activation of blood platelets. Ad-
hesion of blood platelets to many biomaterials is less com-
paring to the adhesion to basement membrane of vessels
and to collagen. It has, however, significant an crucial for
clot formation. At the same time adhesion of leukocytes
and erythrocytes to foreign surface is observed [1]. Level
of activation of platelets depends on a kind of deposited
protein: fibrinogen activates platelets on the other hand,
and albumines prevent it. Therefore, ratio of albumin to fi-
brinogen adsorbed on a biomaterial may be an indicator
for its thrombocompatibility. The smaller the indicator, the
largest number of adhered platelets is observed [2, 6, 7].
Activation of blood platelets may be assessed through the
change of their shape, pseudopodia forming, chemical
changes in cell membrane, induction of procoagulation
activity, release of granules contents, initiation of aggrega-
tion and release of microparticles or small membrane vesi-
cles from their surface [8].

It was found that materials of high roughness cause ad-
herence and may induce contact direction of cells allowing
them easier movement on biomaterial due to reorganisa-
tion of cytoskeleton [9]. Showed that the more differenti-
ated microstructure of a surface, the largest number of
adhered platelets, higher expression of P-selectine and
larger number of micro-particles released from blood plate-
lets [8, 10].

Titanium and its alloys have excellent osteointegrative
properties comparing to the other materials. Mechanism of
this phenomenon is not known. In phase just after implan-
tation there is an intensive binding of blood platelets, larger
than the one observed for other biomaterials, and their ac-
tivation is much larger, what is reflected by levels of -
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Tytan i jego stopy posiadaja znakomite wkasciwosci oste-
ointegracyjne w poréwnaniu z innymi biomateriatami. Me-
chanizm tego zjawiska jest nieznany. W fazie tuz po im-
plantacji nastepuje intensywne wigzanie ptytek krwi, wiek-
sze w poréwnaniu do innych biomateriatéw a stan ich akty-
wacji znaczniejszy, co odzwierciedla sie poziomem b-trom-
boglobuliny i Plytkopochodny Czynnik Wzrostu (PDGF).
Biatka a-granul ptytek krwi, i PDGF sg znanymi potencjal-
nymi promotorami osteogenezy, co sugeruje, ze zdecydo-
wane trombogeniczne cechy tytanu moga przyczyniac sie
do dobrych wtasciwosci osteointegracyjnych [11].

W organizmie biatka odgrywajg wazna role w modyfiko-
waniu i okreslaniu fizycznych i chemicznych wiasciwosci
powstajgcych tkanek. Warstwa biatek pokrywajgcych im-
plant moze by¢ gtdwnym czynnikiem determinujacym bio-
zgodnos$c¢ implantu (12). Dlatego tez komérki osteogenicz-
ne nie wchodza w interakcje z implantem ale ze zmodyfiko-
wang przez krew powierzchnie implantu (10, 13).

Istnieje wiele doniesien literaturowych, z ktérych wyni-
ka, ze warstwy weglowe zwiekszajg znacznie trombozgod-
nos¢ biomateriatdw. Opisano w badaniach in vitro wzrost
stosunku albumin do fibrynogenu na powierzchni DLC w
poréwnaniu z powierzchnig azotku wegla (CN) i polimetylo-
metakrylanu (PMMA) (14). Badania morfometryczne Jone-
sa i wsp. wykazaly, ze warstwa DLC na tytanie, TiN iTiC
powoduje zmniejszenie obszaru powierzchni tego bioma-
terialu zajetego przez ptytki krwi (6, 7). Podobne efekty uzy-
skano nanoszac DLC na powierzchnie stentow ze stali me-
dycznej. Dodatkowo wykazano,ze warstwa weglowa redu-
kuje uwalnianie jonéw ze stali, co zwieksza jej biokompaty-
bilnos¢ [15]. Pokrycie warstwg NCD powierzchni stopu ty-
tanu Ti6AI4V i TiN w niniejszej pracy zredukowato znacz-
nie trombogennos¢ tych materiatéw. Pozostaje wiec pyta-
nie czy redukcja ta jest wystarczajgca w zastosowaniach
do kontaktu z krwig.
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thromboglobulin and Platelet Derived Growth Factor
(PDGF). Proteins of a-granules of blood platelets and PDGF
are known potential promoters of osteogenesis which sug-
gests that decides about their thrombogenic features of ti-
tanium might contribute to good osteointegrative features
[11].

In organism proteins play significant role in modification
and defining physical and chemical properties of formed
tissues. A layer of proteins covering an implant may by the
main factor determining biocompatibility of the implant (12).
That's why osteogenic cells do not interact with an implant
but with a surface of implant modified by blood [10,13].

There are many scientific reports in literature suggest-
ing that carbonic layers significantly increase
thrombocompatibility of biomaterials. Increase of ratio of
albumin to fibrinogen ratio in vitro on surface of DLC com-
paring to carbon nitride (CN) and polymethylmethacrylate
(PMMA) was described (14). Morphometric studies of Jones
et al. [6,7] showed that DLC layer on titanium, TiN and TiC
causes decrease of surface of biomaterials occupied by
blood platelets . Similar effects were obtained applying DLC
on surface of stents of medical steel. Additionally it was
showed that carbonic layer reduces release of ions from
steel, and therefore increases biocompatibility [15].

Covering Ti6Al4V and TiN titanium alloys with NCD layer
within this study significantly reduced thrombogenicity of
those materials. So, a question remains if this reduction is
sufficient for usage in exposure to blood.
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Streszczenie

W niniejszej pracy badano wptyw warunkéw nano-
szenia na jako$¢ powtok tlenku tytanu TiO, otrzymy-
wanych metodag zol-zel. Powtoki nanoszono na typo-
we materialy stosowane na endoprotezy jak stopy Ti,
stopy Co, oraz na stal kwasoodporna. Parametrami
podlegajacymi ocenie byty: sktad zolu, ilos¢ warstw
wchodzacych w sktad powtoki, oraz warunki susze-
nia i spiekania poszczegoélnych warstw (temperatura,
czas). Ocene jakosci powtok przeprowadzano za po-
moca mikroskopu skaningowego (SEM) i mikroanali-
zy rentgenowskiej (EDS).

Otrzymane wyniki pozwolity na ustalenie optymal-
nego sktadu zolu, ilosci warstw wchodzacych w sktad
powtoki oraz warunkéw obrébki cieplnej (suszenia i
wypalania) powtok TiO,.

Wstep

Materiaty metalowe stosowane sg na implanty od wielu
lat, jednak ich tolerancja przez organizm ludzki nie jest za-
dowalajgca. Prowadzonych jest wiec wiele badan majacych
na celu poprawienie tej wkasciwosci. Mozna to osiggnac
przez natozenie na powierzchnie metalowa réznego rodza-
ju powtok. Powtoki te moga poprawia¢ pewne wtasciwosci
jak np. odpornos¢ korozyjng (powtoki Al,O,) [1, 2], lub nada-
wac zupetnie nowe wlasciwosci jak np. bioaktywnos¢ po-
przez mozliwo$¢ zwigzania implantu z koscig. Ta ostatnia
wiasciwos¢ jest szczegOlnie interesujgca. Wykazuja ja ma-
teriaty bioaktywne takie jak hydroksyapatyty i bioszkta i po-
lega ona na zarodkowaniu i wzroscie struktur kostnych na
powierzchni materiatow w Srodowisku zywego organizmu,
oraz w sztucznym osoczu krwi (SBF) [1, 3]. Takze pewne
grupy funkcyjne jak Ti-OH, Si-OH, Nb-OH, wykazujg po-
dobne wtasciwosci [4]. Tak wiec umieszczenie tych grup
na powierzchni metalowego implantu powinno prowadzic¢
do jego zwigzania z zywa koscia.

Powtoki TiO, otrzymywane metodg zol-zel i obrabiane
cieplnie w niezbyt wysokich temperaturach (ponizej 800°C)
powinny zawiera¢ pewng ilos¢ grup Ti-OH i stymulowac
wzrost struktur kostnych. Ponadto metoda zol-zel posiada
szereg zalet jak relatywnie niski koszt wytwarzania powtok,
mozliwos$¢ pokrywania dos¢ duzych powierzchni, fatwosc
pokrywania zaréwno powierzchni ptaskich jak osiowo sy-
metrycznych oraz raczej niska temperatura procesu. Po-
wioki TiO, otrzymywane metoda zol-zel powodujg wzrost
odpornosci korozyjnej metalowych implantéw, a takze na-
dajg ich powierzchni wlasciwosci bioaktywne.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie wptywu sktadu zolu
oraz warunkéw suszenia i wypalania naniesionych warstw
na jakos$ powtok tlenku tytanu otrzymywanych metoda zol-
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Abstract

In this paper the influence of deposition param-
eters on quality of sol-gel TiO, coatings was investi-
gated. TiO, was coated on typical materials used for
endoprosthesis like Ti- and Co alloy and on stainless
steel. Evaluated parameters were: chemical compo-
sition of sol, number of layers forming the coatings,
temperature and time of heat treatment (drying and
sintering). Evaluating of coatings quality was made
by scanning electron microscopy (SEM) observations
and by X-ray microanalysis (EDS). Taken results al-
low to stipulate the optimal composition of sol, number
of layers of coating and terms of heat treatment of
TiO, coatings.

Introduction

Metals have been used for implants since many years,
but their biotolerance is not quite satisfactory. So a lot of
investigations are led for improving biotolerance of metal
implants by coating of their surfaces by different materials.
These coatings can improve such properties like corrosion
resistivity (like Al,O;coatings) [1, 2] or, can give quite new
properties like bioactivity by making possible bonding of
implant to bone. The last property is especially interesting.
It is shown by bioactive materials like hydroxyapatite and
bioglass and consist in nucleation and growth bonelike layer
on their surfaces in the environment of living organism and
in simulated body fluid (SBF) [1, 3]. Also some of the func-
tion groups as Ti-OH, Si-OH, Nb-OH show similar proper-
ties [4]. So that putting these groups on the metal implant
surface should lead to its bonding to living bone.

TiO, coatings deposited by sol-gel method and heat
treated in the middle temperature (below 800°C) should
include some quantity of Ti-OH groups and stimulate
bonelike structure growth. The other advantages of sol-gel
method are relatively low cost, possibility of coating rela-
tively big surfaces, easiness of coating flat and axial sym-
metry surfaces. Besides technology of sol-gel coating is
simply and progress in rather low temperature. TiO, sol-
gel coatings improve corrosion resistance and made the
surface of metal implants bioactive.

The aim of this work was to investigate the influence of
some parameters like the chemical composition of sol and
terms of drying and sintering on quality of TiO, coatings
deposited by sol-gel method on some substrates used for
endoprothesis and on stainless steel.
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Sktad chemiczny

Chemical composition
Cr-18,6%; Ni—9,39%; Mn-1,23%;
Si-0,63%; M0-0,41%; Ti—0,32%;
Cu-0,26%; S—0,061%; Fe—rest
Cr—33,30%; M0—6,09%; Ni—1,12%;
Si—1,07%; Fe-0,94%; Mn-0,65%:;
Cu—0,10%; S—0,35%; Co—rest
Al-7,00%; V-6,33%; Fe—0,33%;
Si—0,14%; Cu-0,79%; S-0,028%;
Ti—rest

Podtoz e

Substrate
Stal
kwasoodporna
Stainless steel
Stop Co
Co-alloy

Stop Ti
Ti-alloy

TABELA 1. Sktad chemiczny stopéw uzytych jako
podtoza powtok TiO,.

TABLE 1. Chemical composition of alloys used
as substrates for TiO, coatings.

zel na niektorych podiozach stosowanych jako materiaty
na endoprotezy i na stali kwasoodpornej.

Metody badan

Powtoki TiO, nanoszone byty na stopy Tii Co i na stal
kwasoodporna. Sktad chemiczny stopow pokazano w TA-
BELI 1. Wszystkie podtoza przygotowano poprzez szlifo-
wanie papierem sciernym o gradacji 1000, nastepnie ptu-
kanie w wodzie destylowanej i odtluszczanie acetonem w
myjce ultradzwigekowe;j.

Powtoki TiO, wytwarzano metodg zol-zel. Jako prekur-
sor zolu TiO, zastosowano Ti(O(CH,),CH,), o czystosci
97%. Sposob przygotowania zolu opracowano na podsta-
wie literatury [5,6,7]. Poczatkowo zol przygotowywano przez
mieszanie prekursora z alkoholem etylowym (bezwodnym
lub 96%), kwasem solnym i woda destylowana ([Ti]:[H,O] =
1:2 i [Ti]:[H+] = 100:1) jednak zelowanie tych zoli przebie-
gato bardzo szybko. Znaczna szybkos$¢ zelowania uniemoz-
liwiata poprawne nanoszenie kolejnych warstw powtoki.

Ostatecznie w procesie przygotowywania zolu uzywano
jedynie bezwodnego alkoholu etylowego i czynnik zakwa-
szajacy (katalizator) zmieniono na kwas octowy. Stosunki
molowe wynosity [Ti]:[H,0] = 1:10 i [Ti]:[H+] = 1:1. Zol byt
stabilny nawet przez kilka tygodni. Powtoki naktadano me-
todg zanurzeniowa. Kazda prébka po zanurzeniu w zolu
pozostawata w nim przez okoto 2 min, a nastepnie byta wy-
ciggana ze stalg predkoscig 120 mm/min. Zakres zmian po-
zostatych parametrow wytwarzania powtok tzn. temperatu-
ry i czasu suszenia i wypalania, oraz liczby nakladanych
warstw pokazano w TABELI 2. Morfologia i sktad chemicz-
ny powtok badano odpowiednio za pomocga scaningowego
mikroskopu elektronowego (SEM) Hitachi S3000N i mikro-
analizy rentgenowskiej (EDS-Noran).

Wyniki i dyskusja

W wyniku badan mikroskopowych okreslono morfologie
powtok. Badano ciggtos¢, obecnos¢ peknieé i innych wad
powierzchni.

Mikroanaliza rentgenowska potwierdzita sktad chemicz-
ny powtok. Spektrogramy EDS podioza ze stopu kobaltu,
czystego i z powtokg TiO, pokazano odpowiednio na RYS.
1iRYS. 2.

Jednym z najwazniejszych parametrow naktadania po-
wiok TiO, metoda zol-zel okazala sie liczba naktadanych
warstw, z ktorej wynika grubos¢ pokrycia. Grubosé poje-
dynczej warstwy oszacowano na okoto 100 nm. Jezeli po-
wioka sktada sie z jednej warstwy miejscami obserwuje sie
jej nieciagtosci. Przy liczbie nakladanych warstw wyzszej
niz cztery pojawiajg sie pekniecia powtoki (RYS. 3a), zas

Experimental

The TiO, coatings were deposited on Ti- and Co- alloy
and on stainless steel. Composition of alloys are shown in
TABLE 1. All substrates were prepared by grinding with
abrasive paper #1000, rinsing with distilled water and
degreasing with acetone in an ultrasonic washer.

The film of TiO, were prepared by sol-gel method. As
the precursor of TiO, sol titanium(IV)butoxide
Ti[O(CH,),CH,], (97% pure) was used. The way of prepar-
ing of sol was first established on the base of the literature
[5,6,7]. The sol was prepared by mixing the precursor with
anhydrous or 96% ethanol (C,H;OH), hydrochloride acid
and distilled water ( [Ti]:[H,O] = 1:2 and [Ti]:[H+] = 100:1),
but gelation of these soles progressed very quickly. It made
impossible correct deposition of successive layers.

As a revision of procedure finally only anhydrous etha-
nol was used, and souring agent (catalyst) was changed
into acetic acid. The mole ratios were established on
[Ti]:[H,QO] = 1:10 and [Ti]:[CH,COOH] = 1:1. This sol was
stable even for a few weeks.

Each samples was dipped into sol for approximately 2
min, then removed with the constant rate of 120 mm/min.
The others parameters like temperature and time of dry-
ing, firing and number of layers were changed as shown in
TABLE 2. By selecting of parameter the number of differ-
ent versions of processes were chosen.

The morphology and chemical composition of coatings
were examined with scanning electron microscope (SEM)
Hitachi S3000N and X-ray microanalysis (EDS-Noran), re-
spectively.

Results and discussion

As a result of microscopic examination the morphology
of coatings was determined. The continuity, cracks and
other surface defects were examined.

EDS analysis confirmed chemical composition of coat-
ings. The EDS spectrogram of Co-alloy sample without and
with TiO, coating are presented in FIG. 1 and FIG. 2, re-
spectively.

One of the most important parameter of deposition TiO,
sol-gel coating proved to be number of layers that was con-
nected with thickness of coating. The thickness of single
layer was estimated on about 100 nm. When the coating
consist of single layer the coating was too thin and shown
any discontinuity. For number of layer more then four the
cracks appeared (FIG. 3a) and for the thickest (ten layers)
also partly delamination (FIG. 3b). The best quality had
three layers coatings. They are continuous and smooth
(FIG. 3c).

The drying led to good quality of coatings when pro-
gressed in room temperature in time longer then 20 min-
utes. In higher temperature of drying coatings cracked
easily because of closing particles of solvent under hard
surface of coatings.

The best quality after firing process showed coatings
heat treated in 820 K and 1020 K. The TiO, coatings firing
in higher temperature seemed to be non-homogenous.

Any significant influence of metal substrate on the qual-
ity of TiO, coating was not observed.

Concluding remarks

Itis possible to prepare good quality TiO, coatings from
Ti[O(CH,),CH,], sol. All investigated factors like: number



Liczba warstw

Number of layers

Czas

Suszenie Time [min]

1,8,5,7, 10

10, 20, 60

Drying Temperatura

Temperature [K]

295, 500

Czas
Wvnalani Time [min]

10, 30, 120

Firing Temperatura

7000

EEEEE)

&.640

820, 1020, 1120

TABELA 2. WartosSci parametrow procesu
wytwarzania powtok.
TABLE 2. Value of parameters of sol - gel process.

dla najgrubszych powtok (dziesie¢ warstw), takze czescio-
we odwarstwienia (RYS. 3b). Najlepszg jakos¢ wykazywa-
ty powtoki sktadajgce sie z trzech warstw. Byly one ciagte i
gtadkie (RYS. 3c).

Suszenie prowadzito do otrzymania powtok dobrej ja-
kosci, jezeli przebiegato w temperaturze pokojowej w cza-
sie dtuzszym niz 20 min. Powtoki suszone w wyzszej tem-
peraturze fatwo pekaty z powodu nieréwnomiernej zmiany
objetosci powodowanej "zamykaniem" czasteczek rozpusz-
czalnika pod twardg warstwg powierzchniowa.

Najlepszg jakos¢ po procesie wypalania wykazywaty po-

RYS. 3. Obrazy SEM dla a) 5, b) 10, c) 3 warstwowej
powtoki TiO, otrzymanej metoda zol-zel.

FIG. 3. SEM image of: a) 5, b) 10, c) 3 layers TiO,
sol-gel coating.

wioki wygrzewane w temperaturze 820K i 1020K. Powtoki
TiO, wygrzewane w wyzszej temperaturze byly niejedno-
rodne.

Nie zaobserwowano istotnego wptywu rodzaju metalo-
wego podioza na jakos$¢ wytwarzanych powtok.

Podsumowanie

Mozliwe jest wytwarzanie dobrej jakosci powtok TiO, z
zolu otrzymanego z Ti[O(CH,),CH,],. Wszystkie badane
czynniki tzn. liczba warstw tworzacych powtoke (grubosc
powtoki), temperatura i czas suszenia oraz temperatura i
czas wypalania majg wptyw na jakos¢ powtoki. Opracowa-
no najkorzystniejsze warunki wytwarzania powtok :

- naktadanie powtoki trzywarstwowej

- suszenie kazdej warstwy w temperaturze pokojowej (co
najmniej 20 min)

- wygrzewanie pierwszych dwoch warstw przez 10 min w
temperaturze 820K, i petnej powtoki (3-warstwowej) przez
30 min w 820K lub 1020K

RYS. 1. Spektrogram poditoza ze stopu Co.
FIG. 1. EDS spectrogram of Co-alloy substrate.

me3c00

o
0.000 ey 8.640

RYS. 2. Spektrogram stopu Co z powtoka TiO,
natozong metoda zol-zel.

FIG. 2. EDS spectrogram of Co-alloy with TiO, sol-
gel coating.

of layers of coating, temperature and time of drying and
temperature and time of firing, have influence on quality of
coatings. The best condition of preparing coatings was work
out:

- three layers of coating

- room temperature of drying (minimum 20 min)

- firing 10 min in 820K for first two layers, and 30 min in
820 K or 1020 K for complete coating (3 layers)
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Streszczenie

Ze wzgledu na unikalne wiasciwosci fizyko-che-
miczne, warstwy krystalicznego wegla znajduja sze-
rokie zastosowanie w roznych dziedzinach. Wysoka
biozgodnos$¢ umozliwia zastosowanie tych warstw do
pokrywania implantéw medycznych. Dlatego tez ist-
nieje obecnie duze zainteresowanie rozwojem me-
tod modyfikacji powierzchni diamentowych. Pozwa-
lajg one na formowanie powtok o nowych wtasciwo-
Sciach. W ponizszych badaniach przedstawiono pré-
be modyfikacji proszku diamentowego (DPP - Dia-
mond Powder Particles) polegajacg na wytworzeniu
na ich powierzchni grup karboksylowych. W bada-
niach uzyto proszkéw diamentowych, wytworzonych
metodg RF PCVD (Radio Fregency Plasma Chemi-
cal Vapour Deposition). Proces modyfikacji polegat
na reakcji DPP z dwoma silnymi utleniaczami: H,SO,
i NaClO, w atmosferze argonu. Do charakterystyki
proszku uzyto skaningowego mikroskopu elektrono-
wego (SEM) i spektroskopu podczerwieni (FTIR).

Wstep

Diament jest materiatem posiadajacym zaréwno specy-
ficzne wtasciwosci fizyko-chemiczne - szeroka przerwe
energetyczng, wysoki stopien twardosci, odpornosé termicz-
ng, przezroczystos¢ w zakresie widzialnym i podczerwieni
oraz chemiczna obojetnos¢ [1], jak i unikalne wasciwosci
decydujace o jego dobrej biozgodnosci z tkankami [2-6].
Wszystko to sprawia, ze diament jest bardzo uzytecznym i
obiecujacym materiatem dla zastosowan w przemysle i w
medycynie [1, 3].

Wykorzystanie naturalnego diamentu jest znacznie ogra-
niczone ze wzgledu na jego wysoka cene. Z tego powodu
w ostatnich dekadach powstato kilka technik wytwarzania
syntetycznego diamentu [1]. Szczegolnie duze mozliwosci
aplikacyjne dato wytworzenie diamentu w postaci warstw
DLC (diamond-like carbon) i NCD (nanocrystalline diamond)
[5, 6].

Nowy rozdziat zastosowan otwiera sie przed diamen-
tem poddanym procesom modyfikacji. Jak wiadomo orga-
niczne grupy funkcyjne moga by¢ uzyteczne do: tworzenia
wigzan kowalencyjnych, immobilizacji biologicznie czyn-
nych czasteczek organicznych, rozpoznawania czgsteczek
i innych zastosowan. Kontrolowana modyfikacja polegaja-
ca na wytworzeniu grup funkcyjnych na powierzchni warstw
diamentowych, prowadzi do powstania nowego materiatu,
posiadajgcego fizyczne cechy diamentu i chemiczne wia-
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Abstract

In view of the unige physico-chemical properties,
the crystalline carbon layers are a very attractive ma-
terials for different applications. The high
biocompatibility enables to use these layers in medi-
cine as a surface which coat implants. That's why a
development of surface modifications’ methods
arouses currently a great interest. These diamond
surfaces allow to make a coatings, which possess a
new properties. In this study, we attempt to chemical
modification of diamond powder particles (DPP) in
order to produce carboxylic groups at the surface.
In the investigations we used DPP, witch were
synthetised by Radio Frequency Chemical Vapour
Deposition. The modification consist in reaction of
DPP with two strong oxigenators: sulphuric acid and
sodium chlorate in atmosphere of argon. Scanning
Electron Microscopy and FT-IR were used to charac-
terize the surface of the diamond powder.

Introduction

Diamond is a material which possess both specific
physico-chemical properties - large band gap, high hard-
ness, thermal resistance, transparency over a large
wavwlength region, chemical inertness [1] and unige prop-
erties which decide on a good biocompatibility with tissues
[2-6]. These features make that diamond is one of the most
useful and promising material for industrial and medical
applications [1, 3].

The use of natural diamond is significantly restricted be-
cause of its high price. Therefore, during a few last dec-
ades, some methods of synthetic diamond’s manufactur-
ing were developed [1]. Especially great possibilities of
applications gave diamond in a form of diamond-like car-
bon (DLC) and nanocrystalline diamond layers [5, 6].

A new part of applications opens up a modified diamond.
Itis known that most organic functional groups can be useful
in: formation of covalent bonding, immobilization of biologi-
cal active organic molecules, molecular recognition and The
others applications. Thanks to the controllably modifica-
tion diamond surface by using organic functional groups,
as new material's production, is possible. This material
possess the phisical fatures of diamond and chemical prop-
erties of attached functional groups.

For the sake of its properties, diamond seems to be re-
sistant to chemical reagents effect. However, recently it was
reported about successful attempt of chemical modifica-
tions of diamond surface. The starting point for all of chemi-



Sciwosci przytgczonych grup funkcyjnych.

Ze wzgledu na swoje wlasciwosci, diament wydaje sie
by¢ odporny na dziatanie czynnikow chemicznych. Jednak
w ostatnich latach pojawity sie doniesienia o udanych pro-
bach chemicznej modyfikacji powierzchni diamentowych.
Punktem wyjscia wszystkich modyfikacji chemicznych byto
uwodornienie powierzchni diamentu poprzez termiczng
reakcje z gazowym H, [7-10]. Utlenianie powierzchni prze-
prowadzano gtdwnie dwiema metodami polegajgcymi na
termicznej reakcji z H,O lub poprzez reakcje w fazie cieklej
z silnymi kwasami nieorganicznymi [7, 8, 11-13, 16]. Ando
i wspotpracownicy [7, 8] badali mozliwo$¢ pokrycia po-
wierzchni uwdornionego diamentu atomami chloru lub flu-
oru, poprzez reakcje z gazami Cl, lub F, w wysokich tem-
peraturach. Natomiast Ikeda | wsp. [9] oraz Tsubota i wsp.
[14, 15] opisali proces wysycania powierzchni diamentu jo-
nami chloru, gdzie zrédtem chloru byt ciekty chloroform
(CHCIy). Miller i wsp. [17] przedstawili fotochemiczny pro-
ces modyfikacji powierzchni diamentowej przy uzyciu ga-
zowego Cl, i H,S.

W niniejszej pracy przedstawiono wstepne wyniki che-
micznej modyfikacji powierzchni diamentowej polegajacej
na wytworzeniu na niej grup karboksylowych.

CzescC eksperymentalna

Do badan wykorzystano proszki diamentowe wytworzo-
ne metodg niskoci$nieniowej plazmy CH,, wzbudzanej
polem elektromagnetycznym wysokiej czestotliwosci (RF
PCVD) [18]. Parametry procesu wytwarzania DPP przed-

Parametry
Parameters
Metan

Methane
12-15 Pa

Cigienie

Pressure

Generator RF

RF generator

Napigie autopolaryzacii elektrody
Bias voltage

27,12 MHz

450-600 V

TABELA 1. Gtébwne parametry procesu
wytwarzania DPP metoda RF PCVD.

TABLE 1. The main parameters of DPP production
process.

stawia TABELA 1.

W celu modyfikacji DPP byt zawieszany w stezonym
kwasie siarkowym. Podczas ciggtego mieszania, w atmos-
ferze argonu, porcjami dodawano chloran sodu (NaClO,).
Reakcja odbywata sie w temperaturze pokojowej przez 8,
16 lub 24 godziny. Nastepnie proszek byt prozniowo filtro-
wany i przemywany wodg dejonizowang az do momentu,
kiedy woda nie zmieniata wartosci pH. W ostatnim etapie
proszek byt suszony w temperaturze 100°C przez 24 godz.
[19]. Przytaczanie biatka na powierzchni proszku odbywa-
to sie poprzez 12 godzinng inkubacje 5% albuminy woto-
wej (BSA) z rownymi odwazkami proszku diamentowego
przed i po modyfikacji. Po zwirowaniu i zebraniu superna-
tantu, spektrofotometryczne mierzono stezenie biatka.

Wyniki i dyskusja

Ocene makroskopowg DPP przeprowadzono za pomo-
ca skaningowego mikroskopu elektronowego. Wykonane

cal modifications was a thermal reaction with a pure gase-
ous hydrogen [7-10]. Surface oxidation was carried out by
two methods: thermal reaction of diamond surface with H,O
or reaction with two strong inorganic acids in liquid phase
[7,8-11-13,16]. Ando at el. [7, 8] prepared diamond which
was chlorinated or fluorinated with Cl, or F, in gas phase
by heat treatment. Whereas Ikeda et al. [9] and Tsubota et
al. [14,15] described a chlorination proces of diamond sur-
face, where the source of chlorine was liquid chloroform
(CHCIL;). Miller et al. [17] attempted photochemical
chlornation of a hydrogenated diamond surface using Cl,
and H,S in gas phase.

In this paper are reported the preliminary results of
chemical modifications of diamond surface which consists
in the producing of carboxylic groups.

Experimental part

Diamond powders which were used in investigations
were manufactured by Radio Frequency Plasma Chemical
Deposition method, which consists in excite a plasma in
methane in RF electric field at a relatively low gas pressure
[18]. The main parameters of manufacturing process of dia-
mond powder presents TABLE 1.

In order to do modification, DPP were suspended in con-
centrated sulphuric acid (H,SO,). During a continuous star-
ring and slow flow of argon at the room temperature, so-
dium chlorate (NaClO,) was being added in portions for 8,
16 or 24 hours. Next, powder were vacuum-filtered and
washed with deionised water until it did not change pH.
Finally the treated powder were being dried at the tem-
perature 100°C for 24 hours [19]. The attachement of pro-
teins was carried out in 12 hourlong incubation of 5% Bo-
vine Serum Albumin (BSA) with the equal amount of DPP
before and DPP after modification. After centrifuging and
collecting of the supernatant the concentration of the pro-
tein was spectrofothometrical measured.

Results and discussion

Macroscopic estimation of DPP was carried out by Scan-
ning Electron Microscope.

Photos, which were made, show any changes on the
surface of DPP.

In order to estimate the amount of oxygen on DPP sur-
face, X-ray chemical microanalysis was performed. In the
figure 2 is presented an increase of oxygen on the surface
of three different modificated diamond powders. The quan-
tity of O, on the diamond surface increases along with the
duration of modification process. The best result of oxy-
genation is visible after 24 hours of modification.

All samples of DPP, both before and after modification,
were examined by FTIR. The maximums of absorption in
IR spectrum respond to bonds, which are between atoms.
In the case of all samples, the quantity of individual bonds
C-0 and C=0 was increasing along with the duration of
chemical reaction.

Intensity of peaks which respond to C=0 bonds, 1736
cm?, is rather low (FIG. 3, curve c), even after 24 hours of
modification (FIG. 3, curve b). The peaks of C-O bonds
(1110 cm?) are much more clear. It means that IR spec-
trums confirm the presence of carboxylic groups on the
surface of DPP. The increase of amount of O-H bonds is
clear in an area of 1620-1600 cm™, what can be caused by
increase of carboxylic groups. The another source of O-H
bonds can be KBr hygroscopic, which was used to sample
preparing and also the surface of diamond, which, for the
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zdjecia pokazujg brak jakichkolwiek zmian na powierzchni
czastek diamentowych (RYS. 1).

RYS. 1. Obraz powierzchni DPP w mikroskopie
skaningowym: a) DPP przed modyfikacja, b) DPP
po 24 godzinach procesu modyfikacji.

FIG. 1. Photos of DPP surface carried out by using
SEM: a) DPP before modification, b) after 24 hours
of modification.

Aby oceni¢ ilos¢ tlenu na powierzchni DPP wykonano
mikroanalize rentgenowska sktadu chemicznego. Na RY-
SUNKU 2 przedstawiono wzrost zawartosci tlenu na po-
wierzchni trzech modyfikowanych proszkow. ll0$¢ tlenu na
powierzchni diamentowej wzrastata wraz z czasem trwa-
nia procesu modyfikacji. Jednak najbardziej wyrazny re-
zultat utleniania powierzchni uzyskano dopiero po 24 go-
dzinach trwania procesu.

Wszystkie prébki DPP, zar6éwno przed jak i po modyfi-
kacji, poddano badaniom z zastosowaniem w spektrosko-
pu podczerwieni. Maksima absorpcyjne w widmie IR od-
powiadajg wigzaniom wystepujacym pomiedzy atomami.
W przypadku wszystkich probek ilos¢ poszczegéinych wig-
zan C-O i C=0 rosta wraz z czasem trwania reakcji che-
micznej.

Intensywnos$¢ maksiméw odpowiadajacych C=0, 1736
cm?, jest niewielka (RYS. 3, krzywa c), nawet po 24 godzi-
nach procesu modyfikacji (RYS. 3, krzywa b). Znacznie
wyrazniejsze sg szczyty odpowiadajgce wigzaniom C-O
przypadajgce na 1110 cm™. Tak wiec widma IR potwier-
dzajg obecnosé grup karboksylowych na powierzchni DPP.
Widoczny jest wyrazny wzrost wigzan O-H w obszarze
1620-1600 cm™. Moze by¢ on spowodowany wzrostem ilo-
Sci grup karboksylowych. Innym zrédiem wigzan O-H moze
by¢ higroskopijnos¢ KBr, stosowanego do przygotowania
prébki, jak réwniez sama powierzchnia diamentu, ktéra -
ze wzgledu na obecnosé tlenu jest hydrofilowa i moze przy-
ciggac czasteczki wody.

Obecnos¢ funkcjonalnie sprawnych grup karboksylo-
wych byta potwierdzona przez immobilizacje BSA do zmo-
dyfikowanej powierzchni proszku diamentowego. Na RY-
SUNKU 5 przedstawiono zmniejszajaca sie koncentracje
BSA w supernatancie po 12 godzinnym kontakcie zmody-
fikowanego proszku z roztworem biatka.

Zmniejszajace sie stezenie BSA w supernatancie ozna-
cza wzrost ilosci immobilizowanych czasteczek BSA na
powierzchni zmodyfikowanego DPP. Niemodyfikowane
czastki diamentowe nie wigzaty biatka na co wskazuje nie
zmieniajace sie stezenie biatka.

WhniosKi

Rentgenowska mikroanaliza chemiczna oraz widma
FTIR potwierdzajg obecnosc¢ funkcjonalnych grup karbok-
sylowych na powierzchni DPP. llo$¢ wykrytych grup funk-
cyjnych zalezy od czasu trwania reakcji chemicznej a mak-
simum osigga po 24 godzinach procesu modyfikacji. Obec-
nos¢ funkcjonalnie aktywnych grup karboksylowych na
zmodyfikowanym proszku zostata potwierdzona prostym
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24 h of modification

RYS. 2. Zawartosc¢ tlenu na powierzchni DPP
przed i po modyfikaciji.

FIG. 2. The amount of O, on the surface of DPP
before and after modification.
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RYS. 3. Widma FTIR proszku diamentowego: a)
przed modyfikacja, b) po 8 godz. modyfikacji, c)
po 16 godz. modyfikaciji.

FIG. 3. IR spectrum of DPP: a) before modification,
b) after 8 hours of modification, c) after 16 hours
of modification.

sake of oxygen presence, is hydrophilic and can attract
molecules of water.

The presence of functional efficient carboxilic groups
was confirmed by immobilization of BSA onto modified sur-
face of DPP. FIGURE 5 shows decreasing concentration
of BSA after 12 hourlong contact of modified DPP with
solution of protein.

Decreasing concentration of BSA in supernatant indi-
cates increase of an amount of the immobilizated mol-
ecules of BSA onto the modified surface of DPP. Unmodi-
fied diamond particles did not bind a protein at what points
a changing concentration of the protein.

Conclusions

The results confirm possibility of chemical modification
of diamond surface. X-ray microanalysis points at rising
amount of oxygen onto the powder surface after process
of modification. The amount of oxygen depend on duration
of chemical reaction. The best results were obtained after
24 hour-long process of chemical modification. IR spec-
trums confirm the presence of carboxylic groups onto the
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RYS. 4. Widma FTIR proszku diamentowego: a)
przed modyfikacja, b) po 24 godz. modyfikacji.
FIG. 4. IR spectrum of DPP: a) before modification,
b) after 24 hours of modification.
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RYS. 5. Stezenie BSA po 12 godzinnym kontakcie
z proszkiem przed i po modyfikacji.

FIG. 5. Concentration of BSA after 12 hourlong
contact with DPP before and after modification.

testem immobilizacji biatka do powierzchni DPP.
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diamond powder surface. The presence of functional effi-
cient carboxilic groups onto the modified powder was con-
firmed by a simple test of protein’s immobilization into the
surface.
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ELEKTROCHEMICZNE
BADANIA KOROZJI
BIOMATERIALOW
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Streszczenie

W ostatnich latach, tematyka biomateriatow i ma-
terialdw implantowych cieszy sie ogromnym zainte-
resowaniem wielu naukowcéw. Biomateriaty to sub-
stancje, ktoére z duzym powodzeniem sg stosowane
do odbudowywania ubytkéw organizmu ludzkiego [1].
Problem biotolerancji tych materiatéw czesto spro-
wadza sie do ich odpornosci korozyjnej w Srodowi-
sku ptynéw i tkanek ustroju ludzkiego [2]. Odpornosé
ta uwarunkowana jest przede wszystkim elektroche-
miczna natura korozji - szczegodlnie w przypadku im-
plantéw z metali, stopow, ceramiki i kompozytow.
Badania wtasciwosci korozyjnych wymienionych
materiatbw mozna prowadzi¢ przez zastosowanie
ré6znorodnych elektrochemicznych technik pomiaro-
wych [3, 4]. W pracy przedstawiono podstawy szere-
gu elektrochemicznych metod badawczych stosowa-
nych w korozji biomateriatéw. Niektére z tych metod
zostaly zilustrowane wynikami uzyskanymi w roztwo-
rach wodnych dla tytanu i tytanu z warstwa nanokry-
stalicznego diamentu (NCD) [5].

Stowa kluczowe: metody elektrochemiczne; koro-
zja biomateriatow; parametry korozyjne; tytan; nano-
krystaliczny diament (NCD)

Wstep

Metody elektrochemiczne, ktére zostang przedstawio-
ne w dalszej czesci artykutu, sg szeroko stosowane do
badan korozyjnych [3, 4]. Specyfika badan elektrochemicz-
nych w zastosowaniu do biomateriatow zwigzana jest w
szczegolnosci z typem materiatu, Srodowiskiem pomiaro-
wym i wptywem dodatkowych efektow [1].

Ludzkie ptyny i tkanki ustrojowe sg ekstremalnie wyjat-
kowymi Srodowiskami dla biomateriatow, ktére z definiciji
wchodzg we wzajemny kontakt. W tych srodowiskach bio-
materialy narazone sg na trzy gtéwne grupy czynnikéw
korozyjnych: obecnos¢ réznych jonow [3, 6], zwtaszcza CI-
, réznice potencjatéw powodujgce powstawanie lokalnych
ognisk korozyjnych oraz dodatkowe efekty (tarciowe, zme-
czeniowe, zuzycie materiatu), ktére powodujg wzrost szyb-
kosci korozji [3].

Elektrochemiczne badania korozji moga by¢ prowadzo-
ne przy uzyciu pomiaréw krotkoczasowych i diugoczaso-
wych [7]. Oba te typy badan wykorzystujg klasyczne meto-
dy elektrochemiczne (potencjostatyczne, galwanostatycz-
ne, kulostatyczne) oraz nowe metody, takie jak elektroche-
miczna skaningowa mikroskopia tunelowa czy elektroche-
miczna mikroskopia sit atomowych. Jako roztwory do ba-
dan korozyjnych stosowane sa roztwory proste [3,8] (NaCl,
KCI, HCI, H,SO,, itp.) oraz roztwory modelujgce Srodowi-
sko fizjologiczne (Tyrode'a, Hank'a, Ringer'a, itp.).

ELECTROCHEMICAL
INVESTIGATIONS OF
BIOMATERIALS’
CORROSION

BARBARA PLASkOTA, TADEUSZ Btaszczyk, ANDRZEJ LENIART
HENRYK ScHoLL

DEPARTMENT OF GENERAL AND INORGANIC CHEMISTRY,
FacuLTY oF PHysics AND CHEMISTRY, UNIVERSITY OF LoDz,
NARuTOWICZA STR. 68, 90-136 Lobz, PoLAND

Abstract

During the recent years implantable biomaterials
have drawn great interest of numerous researchers
throughout the world. Biomaterials have been used
with success as repair materials helping to restore
deficient human nature [1]. Biotolerance of these
materials is often joined with corrosion resistance in
human fluids and tissues [2]. Processes of corrosion
resistance with respect to metals, alloys, ceramics
and composite materials have electrochemical nature.
Investigating the nature of corrosion processes may
be accomplished by means of different
electrochemical methods [3, 4]. This study presents
basics of many electrochemical methods used to ex-
plore corrosion of biomaterials. Some of these meth-
ods are illustrated by examples of results obtained
during investigating of Titanium and Titanium with
Nanocrystalline Diamond (NCD) [5] in agueous me-
dia.

Keywords: electrochemical methods; biomaterials
corrosion; corrosion parameters; titanium;
Nanocrystalline Diamond (NCD)

Introduction

Electrochemical methods, presented hereunder, are
commonly used for wide-ranging corrosion investigations
[3, 4]. Peculiarity of electrochemical investigations in the
application of the process of biomaterials’ corrosion relates
in particular to the material type, research media and addi-
tional effects [1].

Human systemic fluids and tissues are extremely ex-
ceptional media for biomaterials, which per definition come
into direct contact with them. There are three main groups
of corrosion agents reacting with biomaterials: presence of
different ions [3, 6] - especially CI-, potential differences -
originating local corrosion centers and additional effects
(frictional, fatigue and fretting effects), which cause an in-
crease of corrosion rate [3].

Corrosion investigations of biomaterials incorporate two
types of investigations: "quick" and "longtime" [7]. Both types
employ not only classical electrochemical methods
(potentiostatic, galvanostatic, coulostatic) but new meth-
ods (e.g. electrochemical scanning tunneling microscopy
and electrochemical atomic force microscopy) as well. In
biomaterials’ corrosion investigations both simple solutions
[3,8] (NaCl, KCI, HCI, H,SO, etc.) and modeling physiologic
solutions (Tyrode’s, Hank'’s, Ringer’s etc.) are used as re-
search media.



Elektrochemiczne badania korozji dajg podstawowe in-
formacje o biotolerancji i biokompatybilnosci badanego
materiatu. Z drugiej strony, na podstawie tych pomiaréw
mozna okresli¢ typ zachodzacej korozji (ogélna czy lokal-
na) i wyznaczy¢ podstawowe parametry charakteryzujgce
proces korozji [1, 3] (np. potencjat korozyjny, prad korozyj-
ny, szybkos¢ korozji, potencjat przebicia, potencjat repa-
sywacji). Badania te pozwalajg tez stworzy¢ teoretyczny
model opisujacy procesy korozyjne.

Metody i przyktady ich
zastosowan

Ponizej przedstawione sg zasady najwazniejszych me-
tod elektrochemicznych stosowanych w badaniach korozji
biomateriatéw: OCP, pomiary woltamperometryczne, me-
toda Sterna-Geary’ego, metoda krzywych Tafela, wyzna-
czanie potencjatow i napie¢ przebicia oraz repasywaciji, EIS,
ECSTM, ECAFM, EQCM, SECM oraz LEIS. Niektdre z tych
metod zostaty zilustrowane wynikami uzyskanymi w roz-
tworach wodnych dla Ti i Ti z warstwa nanokrystalicznego
diamentu (NCD) [5].

Pomiar potencjatu w otwartej petli (OCP) [7]

Metoda pomiaru potencjatu w otwartej petli potencjo-
statu (OCP) polega na pomiarze, w warunkach bezprado-
wych, wartosci potencjatu pomiedzy elektrodg robocza a
elektrodg odniesienia. Potencjat OCP jest zwigzany z re-
akcjami redox zachodzacymi na elektrodzie roboczej (préb-
ce) bedacej w kontakcie z roztworem. W przypadku bio-
materialéw reakcje te zwigzane sag z procesami korozyjny-
mi. Ustalona warto$¢ potencjatu definiowana jest jako po-
tencjat korozyjny E.,, ktory jest jednym z najwazniejszych
parametréw korozyjnych.

Pomiary woltamperometryczne [3, 4, 7, 9]

Typowe charakterystyki woltamperometryczne pokazu-
ja zaleznos¢ pradu plyngcego przez elektrode w funkgciji
przyktadanego potencjatu wzgledem elektrody odniesienia.
Na podstawie uzyskanych charakterystyk mozliwa jest iden-
tyfikacja procesow zachodzacych na elektrodzie bedacej
w kontakcie z roztworem. Do grupy metod woltamperome-
trycznych zalicza sie rézne techniki pomiarowe: charakte-
rystyki quasi-statyczne i potencjodynamiczne, metode Ster-
na-Geary'ego oraz metode krzywych Tafela.

W przypadku, gdy charakterystyki woltamperometrycz-
ne rejestrowane sg z bardzo matg zmiang potencjatu, tak
aby stan granicy faz elektrodaroztwor elektrolitu nie od-
biegat od warunkéw réwnowagowych, wéwczas uzyskane
charakterystyki nazywane sg charakterystykami quasi-sta-
tycznymi. Technika ta jest rzadko stosowana przede wszyst-
kim z powodu bardzo diugiego czasu pomiaru (do kilku-
dziesieciu godzin). Wygodniejsza i bardziej efektywna jest
technika charakterystyk potencjodynamicznych. Technika
ta polega na polaryzacji elektrody liniowo zmieniajgcym sie
potencjatem, od potencjatu bliskiego E,, w strone poten-
cjatéw dodatnich az do potencjatu utlenienia roztworu pod-
stawowego z typowa szybkoscig zmian polaryzacji 0,1-5
mV/s. Na podstawie uzyskanych charakterystyk potencjo-
dynamicznych mozliwe jest okreslenie charakterystycznych
wiasciwosci badanego uktadu préobka | roztwor (zakreséw
aktywnosci, pasywacji, transpasywac;ji).

Metoda Sterna-Geary'ego i metoda krzywych Tafela [3,
4,7,9]

Zasada metody Sterna-Geary'ego i metody krzywych
Tafela jest bardzo podobna. Obie te metody polegaja na
polaryzacji prébki liniowo zmieniajacym sie potencjatem z
bardzo malg szybkoscig zmian potencjatu. W metodzie

Electrochemical corrosion investigations furnish basic
information about biotolerance and biocompatibility of the
investigated material. Electrochemical measurements of
corrosion, on the other hand, provide information about the
corrosion type (general or local) and allow determining ba-
sic parameters characterizing corrosion process [1,3] (e.g.
corrosion potential, corrosion current, corrosion rate, break-
down potential, repassivation potential). These investiga-
tions allow to creation of theoretical model describing cor-
rosion processes.

Methods and examples

Below in the text there have been presented principles of
the most important electrochemical methods applied in
biomaterials corrosion investigations: OCP, voltammetric
measurements, Stern-Geary method, Tafel slope method,
detection of breakdown and repassivation potentials and
voltages, EIS, ECSTM, AFM, EQCM, SECM and LEIS. Some
of the methods have been illustrated in the form of exem-
plary results obtained during research of Ti and Ti with
Nanocrystalline Diamond (NCD) [5] in agueous media.

Open Circuit Potential (OCP) [7]

OCP technique is based on potential measurements
between the working electrode and the reference electrode,
when current flowing through the working electrode equals
zero. OCP is accompanied by redox reactions occurring
on the working electrode (sample) - contacting the solu-
tion. When speaking about the biomaterials, these reac-
tions are corrosion-related. Established electrode poten-
tial, described as corrosion potential E.,, is one of the most
important corrosion parameters.

Voltammetric measurements [3, 4, 7, 9]

Typical voltammetric characteristics demonstrate the
current flowing through the electrode as a function of the
applied potential vs. the reference electrode. Based on such
characteristics it is possible to make an identification of proc-
esses occurring on the electrode immersed in a solution.
This method incorporates different types of measurement
techniques: quasi-stationary and potentiodynamic charac-
teristics, Stern-Geary and Tafel slope methods.

If the characteristics are recorded with very small slope
polarization - the state of the phase boundary
sample“electrolyte solution remains indifferent from the
equilibrium conditions - then the obtained characteristics
are described as quasi-stationary. This technique is hardly
ever used because of the very time-consuming measure-
ments (up to tens hours). Potentiodynamic characteristic
technique is more comfortable and effective. It employs lin-
ear potential scan, starting typically near E.,, and scanning
in a positive direction, usually to a potential positive enough
to oxidize the basic solution with scan rate typically 0,1-5
mV/s. These characteristics are used to determine the spe-
cific features of a given sample | solution system (active,
passive and transpassive regions).

Stern - Geary method and Tafel slope method [3, 4, 7, 9]

The principles of Stern-Geary and Tafel slope methods
are very similar. Both of them employ polarizing the elec-
trode with linear scan potential with small scan rate. In the
Stern-Geary method scanning is done about £20 mV near
E... With scan rate not exceeding 1 mV/s. Based on the
obtained characteristic a polarization resistance R, value
is calculated, as a slope reciprocal of the linear region of
the plot. The obtained polarization resistance value allows
calculating the corrosion rate. The Tafel plot is performed
by polarizing the electrode about 300 mV anodically and
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Sterna-Geary'ego probka polaryzowana jest w zakresie +20
mV w poblizu E.,, z szybko$cig zmian potencjatu nie wigk-
szg niz 1 mV/s. Z tak uzyskanej krzywej wyznacza sie war-
to$¢ oporu polaryzacyjnego R, jako odwrotno$¢ wspotczyn-
nika nachylenia w obszarze liniowym krzywej. Wyznaczona
wartos¢ oporu polaryzacyjnego pozwala na obliczenie szyb-
kosci korozji. Metoda Tafela polega na polaryzacji elektrody
300 mV w strone anodowa i katodowg od potencjatu E,, z
szybkosciag zmian potencjatu w zakresie 0.1 - 1 mV/s. Na

RYS. 1. Charakterystyki uzyskane metoda Sterna-
Geary’ego i obliczone wartosci parametréow
korozyjnych dla tytanu (a) i tytanu z warstwg NCD
(b) w roztworze Tyrode’a (E, = SCEw nas. KCI, v
=1 mV/s).

FIG. 1. Characteristics obtained by Stearn-Geary
method and the calculated corrosion parameters
for Ti (a) and Ti with NCD (b) in Tyrode’s solution

podstawie krzywych Tafela mozliwe jest wyznaczenie pra- (E= SCEin sat. KCI, v =1 mV/s).
du korozyjnego, a tym samym obliczenie szybkosci koroz;ji.
8E-03 4 I[A] —TifTic 1A] le+lr v=20 mV/s
a) b) —
6E-03 5E-03 |
4E-03 ..0E-03
2E-03 4 .0E-04 -
] Ew V]
-1E-04 1 .0E+00 : ‘ : il
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Wyznaczanie potencjatdw i napie¢ przebicia i repasy-
wacji [1, 3, 5]

Potencjaly przebicia i repasywaciji sg znane jako bardzo
wazne parametry charakteryzujgce odpornosé korozyjnag
materiatu. Potencjat przebicia E, jest to potencjat elektrody
roboczej wzgledem elektrody odniesienia w tréjelektrodo-
wym uktadzie potencjostatycznym, przy ktérym nastepuje
przebicie warstwy tlenkowej i rozpoczecie tworzenia sie ogni-
ska korozyjnego. Powstaly wzer staje sie nieaktywny w po-
tencjale repasywacii E,.,. W wielu przypadkach typowy za-
kres polaryzacji elektrody w warunkach potencjostatycznych
jest zbyt maly, aby rozpoczat sie proces korozji. W KChO-
giN UL zostat opracowany dwuelektrodowy uktad pomiaro-
wy wykorzystujgcy komercyjny potencjostat do polaryzaciji
elektrody roboczej wzgledem elektrody pomocniczej z pro-
gramowang szybkoscig zmian napiecia. W takim potacze-
niu mierzony prad jest suma pradéw ptynacych przez elek-
trode i rezystory. Znajac warto$¢ rezystorow mozliwe jest
obliczenie pradu ptyngcego jedynie przez elektrode.

Elektrochemiczna Spektroskopia Impedancyjna (EIS) [9]

Metoda elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej
polega na pomiarze sinusoidalnie zmiennego napiecia i
pradu ptynacego przez elektrode w statym potencjale w
szerokim zakresie czestotliwosci (0,001 Hz - 100 kHz).

RYS. 2. Elektrochemiczne charakterystyki korozji
wzerowej dla a) Ti/TiC w 0,1 M KBr, b) Tiw 0,1 M
KCI.

FIG. 2. Electrochemical characteristics of pitting
corrosion: a) Ti/TiC in 0.1 M KBr solution, b) Ti in
0.1 M KClI solution.

cathodically from the corrosion potential E.,,.This method
allows the scan rate range of 0.1-1mV/s. Such technique is
used for determining the corrosion current, which allows
the corrosion rate calculation.

Detection of breakdown and repassivation potentials
and voltages [1, 3, 5]

Breakdown and repassivation potentials are known as
very important parameters characterizing corrosion resist-
ance of a material. A breakdown potential E,, is the poten-
tial of the working electrode vs. the reference electrode in
potentiostatic three-electrodes circuit, at which the oxide
layer is breaking down and a pitting corrosion center is form-
ing. At the repassivation potential E,., corrosion center be-
comes inactive. Itis, though, worth mentioning that in many
cases a typical range of electrode polarization in



b)

2

-4e6 10’

-3e6

Z" [ohm cm?]
ooy org T e o

102 10?
-2e6

Rs CPE1 CPE2
10° 10' 10° 10° 10% 7 7
Frequency (Hz) c) R r2

-1e6

Z' [ohm cm?

s [
E L
E_SO -
25l »

0 1le6 2e6 3e6 4e6 102 107

100
Frequency (Hz)

10 102 10 10*

Aparatura pomiarowa EIS rejestruje sktadowa rzeczywista
i urojong impedancji mierzonego uktadu. Uzyskang cha-
rakterystyke impedancyjng modeluje sie poprzez zastep-
czy obwad elektryczny, sktadajacy sie z klasycznych ele-
mentéw elektrycznych (oporniki, kondensatory, cewki in-
dukcyjne) oraz kilku specjalnych elementéw elektroche-
micznych (takich jak element Warburga zwigzany z dyfu-
zja). Nastepnie przy uzyciu specjalistycznego oprogramo-
wania dopasowuije sie (fituje) ten obwdd do zmierzonej cha-
rakterystyki. Dopasowanie jest najlepsze kiedy fitujgca krzy-
wa pokrywa sie z tg charakterystyka. Poprzez fitowanie
danych impedancyjnych otrzymuje sie zbiér parametrow
powigzanych z procesami koroziji.

Skaningowa Mikroskopia Tunelowa (STM) i Elektroche-
miczna Skaningowa Mikroskopia Tunelowa (ECSTM)
[10,11]

STM i ECSTM wykorzystujg zjawisko tunelowania elek-
tronu przez bariere potencjatu istniejgcg pomiedzy dwoma
atomami nalezgcymi do dwéch elektrod bedacych prze-
wodnikami lub potprzewodnikami. Zjawisko tunelowania
zachodzi w przypadku, gdy odlegto$¢ pomiedzy tymi ato-
mami jest nie wieksza niz 20A. Elektrochemiczna skanin-
gowa mikroskopia tunelowa polega na pomiarze in situ pra-
du tunelowego pomiedzy elektrodg badang a igtg skanuja-
cg. Pomiary technikg ECSTM sg prowadzone w roztworze
elektrolitu, w uktadzie czteroelektrodowym (bipotencjosta-
tycznym), z jednoczesng kontrolg proceséw elektroche-
micznych zachodzacych na elektrodzie badanej.

Mikroskopia Sit Atomowych (AFM) i Elektrochemiczna
Mikroskopia Sit Atomowych (ECAFM) [8]

Pomiary mikroskopem sit atomowych polegaja na po-
miarze in situ oddziatywan ostrze dZzwigni - prébka zwigza-
nymi z wystepujgcymi sitami van der Waalsa, sitami elek-
trostatycznymi czy tarciowymi. Dlatego tez nadaje sie do
badania zaréwno przewodnikéw jak i prébek nieprzewo-
dzacych. Technika ta moze by¢ stosowana do pomiaréw
zaréwno w powietrzu jak i w ptynach. AFM potgczony z
potencjostatem (ECAFM) moze pracowac¢ w roztworach
elektrolitbw. ECAFM umozliwia pomiar in situ powierzchni
biomateriatéw w trakcie procesu korozji, zwtaszcza w celu
detekcji ognisk korozyjnych, wzeréw czy pomiaru chropo-
watosci powierzchni. Przy uzyciu specjalnych ostrzy dzwi-
gni mozliwe jest celowe tworzenie w skali nanometrowej
defektdw powierzchni badanego materiatu dla powstania
ogniska korozyjnego.

Elektrochemiczna mikrowaga kwarcowa (EQCM) [8, 12]

Metoda elektrochemicznej mikrowagi kwarcowej jest
bardzo czuta metodg pozwalajgca na okreslenie sladowych
zmian masy rzedu kilku nanogramoéw. Technika ta polega
na pomiarze zmian czestotliwosci w funkcji zmian masy

RYS. 3. Charakterystyki impedancyjne w postaci
diagramow Nyquista (a) i Bode (b) oraz zastepczy
obwdd elektryczny (c) dla tytanu z warstwa NCD
w roztworze Tyrode’a.

FIG. 3. Nyquist (a) and Bode (b) plots, and
equivalent electrical circuit (c) for EIS
measurements of titanium with NCD in Tyrode’s
solution.

potentiostatic conditions, is to small to allow pitting corro-
sion to occur. In our Department a measuring system uti-
lizes a commercial potentiostat to polarization the working
electrode vs. the counter electrode (two-electrodes circuit)
with programmed slope voltage was worked out. In such
combination the recorded current is a sum of currents flow-
ing through the electrode and resistors. Knowing the value
of the resistors it is possible to calculate current that flows
just through the working electrode.

Electrochemical Impedance Spectroscopy (EIS) [9]

EIS method employs measuring the alternating voltage
and current flowing through the electrode, at the fixed DC
potential, in wide range of frequencies (0.001 Hz - 100 kHz).

The EIS instrument records the real and imaginary com-
ponents of the system impedance response. The obtained
impedance characteristic is simulated with equivalent elec-
trical circuit in which the electrochemical cell is represented
in terms of "classical" electrical components (resistors, ca-
pacitors, inductors) and a few specialized electrochemical
elements (such as Warburg diffusion elements). A special
program fits the best frequency response of the given EIS
spectrum. Simulated circuit is the best when the fitting curve
overlaps the original EIS characteristic. By fitting the EIS
data it is possible to obtain a set of parameters which can
be correlated with the corrosion processes.

Scanning Tunneling Microscopy (STM) and
Electrochemical Scanning Tunneling Microscopy
(ECSTM) [10, 11]

STM and ECSTM employ the phenomenon of tunneling
electron through the potential barrier, existing between two
atoms belonging to two different electrodes - conductors or
semiconductors. Tunneling effect can be observed when
the distance between those atoms is in order up to 20A.
ECSTM depends on in situ measurement of tunneling cur-
rent between the tip and the sample. ECSTM measure-
ments are carried out in electrolyte solution using four-elec-
trodes circuit (bipotentiostat), with simultaneous control of
electrochemical processes occurring on the working elec-
trode.
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RYS. 5. Obrazy AFM proébki Ti po korozji w 0,1 M
KBr: a) topografia, b) kontrast fazowy; pomiary
w powietrzu, tryb oscylacyjny.

FIG. 5. AFM images of Ti sample after corrosion
in 0.1 M KBr: a) topography, b) phase contrast;
measurements in air, tapping mode.

materiatu osadzonego na powierzchni krysztatu. Technika
EQCM nadaje sie zaréwno do analitycznych jak i kinetycz-
nych badan proceséw elektrochemicznych zwigzanych z
przeniesieniem masy poprzez granice faz elektroda | roz-
twor elektrolitu np. proceséw adsorpcji, wymiany jonowej,
itp. w procesach korozyjnych.

Skaningowa mikroskopia elektrochemiczna (SECM) [12]
Skaningowa mikroskopia elektrochemiczna bazuje na
potaczeniu specjalnego mikroskopu elektrochemicznego
ze znanymi technikami skanujacymi - skaningowg mikro-
skopig tunelowa i mikroskopia sit atomowych. Technika ta
pozwala na obserwacje lokalnych reakcji elektrochemicz-
nych, np. tworzenia sie ognisk korozji wzerowej. Ten typ mi-
kroskopii moze by¢ uzywany w celu scharakteryzowania po-
wierzchni lub jej modyfikowania. Istniejg dwie cechy odr6z-
niajagce SECM od takich metod jak ECSTM czy ECAFM:
chemiczna czutos$¢ igly skanujacej w SECM oraz uzycie fazy
jonowej lub czgsteczek jako Zrodta sygnatu pomiarowego.

Skaningowa elektrochemiczna spektroskopia impedan-
cyjna (LEIS) [13]

LEIS taczy w sobie idee metody elektrochemicznej spek-
troskopii impedancyjnej z metodami skaningowymi. Techni-
ka ta, w przeciwienstwie do tradycyjnych pomiaréw EIS da-
jacych wartosci usrednione, umozliwia uzyskanie rozktadu
przestrzennego danych impedancyjnych np. w celu oceny
korozji lokalnej. Zasady pomiaréw technikg LEIS sg bardzo
podobne do zasad tradycyjnej elektrochemicznej spektro-
skopii impedancyjnej. Do skanowanej - przy uzyciu specjal-
nej igty - powierzchni probki, przyktadany jest sygnat sinu-
soidalny o matej wartosci. Zmierzona warto$¢ lokalnego pra-
du zmiennego pozwala na obliczenie wartosci impedancji.

WhniosKki

Uzytecznos¢ metod elektrochemicznych do badan ko-
rozji biomateriatow przedstawia TABELA 1:

Wszystkie metody oznaczone "+" nie majg ograniczen
w zastosowaniu. Metody oznaczone "+/-" posiadajag ogra-
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RYS. 4. Topografie uzyskane metoda ECSTM dla
tytanu w 0,1 M H,SO,: a), b) cienka warstwa
tlenkowa, c) gruba warstwa tlenkowa.

FIG. 4. Topographies obtained by means of
ECSTM for titanium in 0.1 M H,SO,: a), b) thin
passive layer, c) thick passive layer.

Atomic Force Microscopy (AFM) and Electrochemical
Atomic Force Microscopy (ECAFM) [8]

AFM measures in situ cantilever tip - surface interac-
tions due to van der Waals, electrostatic, or frictional forces.
It works equally well on insulating as well as on conductive
samples. AFM can be operated in air or in liquid. AFM con-
nected to potentiostat (ECAFM) can work in electrolyte
solutions. The ECAFM can be used for in situ biomaterials
surface investigations, during the electrochemical corrosion
process, especially for detection of corrosion centers, pits
and surface roughness. Special tips can be used either for
surface cracking in nanometer scale for local corrosion cen-
tre creation.

Electrochemical Quartz Crystal Microbalance (EQCM)
[8,12]

EQCM is a sensitive, in situ method used to determine
minute mass changes in the order of nanograms. This tech-
nigue employs measuring the resonant frequency changes
as a linear function of the mass of material deposited on
the crystal surface. EQCM is suitable for analytical as well
as kinetic studies of the electrochemical processes, accom-
panied by mass transfer across the electrode | electrolyte
solution interface, allowing for investigations of adsorption,
ion exchange etc. in corrosion processes.

Scanning Electrochemical Microscopy (SECM) [12]

SECM is a technique, based on the use of a special
electrochemical microscope similar to the well-known scan-
ning tunneling and atomic force microscopes. This tech-
nigue allows observing local electrochemical reactions e.g.
creation of pitting corrosion centers. Therefore, such mi-
croscope can be used to characterize a surface and modify
it with high flexibility. There are two features distinguish
SECM from all related methods - ECSTM or ECAFM: the
chemical sensitivity of the SECM tip, and the use of solu-
tion phase ions or molecules as the imaging signal.
Localized Electrochemical Impedance Spectroscopy
(LEIS) [13]

LEIS combines established principles of EIS measure-
ments with proven scanning probe technology. This tech-
nigue allows obtaining spatially resolved impedance data,
rather than obtaining the surface-averaged results as it is
done using conventional EIS measurement techniques e.g.
critical requirement for the evaluation of localized corro-
sion. The principles of LEIS are similar to those employed
in the traditional bulk EIS. A small sinusoidal voltage per-
turbation is applied to a sample, which is scanned close to



niczenie zwigzane gtéwnie ze stabg przewodnosciag bada-
nych prébek. Metoda krzywych Tafela i STM / ECSTM nie
moga byc¢ uzyte do badan metali i stopdw pokrytych stabo
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TABELA 1. Uzyteczno$¢ metod elektro -
chemicznych do badan korozji biomateriatow.
TABLE 1. The usability of electrochemical
methods for biomaterials’ corrosion
investigations.

BIOMATERIALY W
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the surface using special measuring tip. The resulting local
alternating current is measured and allows calculating the
impedance.

Conclusions

TABLE 1 summarizes the usability of electrochemical
methods in biomaterials corrosion investigations.

All methods marked with "+" have none limitation. The
methods marked "+/-" have a limitation related to low con-
ductivity of investigated samples, in general. Tafel slope
method and STM / ECSTM can not be used in investiga-
tions of metals and alloys having weakly conductive car-
bon layers.
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Streszczenie

W pierwszej czesci pracy przedstawiono krotka
charakterystyke wtasciwosci biomateriatéw, w szcze-
golnosci biomaterialdw stosowanych jako implanty
ortopedyczne. Biomateriaty te glownie oparte sa na
metalach i stopach metali. Ich korozje mozna bada¢
stosunkowo tatwo metodami elektrochemicznymi,
zaréwno w roztworach prostych jak i roztworach mo-
delujacych naturalne plyny fizjologiczne (Tyrode'a,
Hank’a, i Locke'a).

W drugiej czesci pracy zaprezentowano wyniki
badan korozyjnych Ti oraz Ti z warstwami Nanokry-
stalicznego Diamentu (NCD) i TiC. Przedstawiono
pomiary potencjatu korozyjnego w otwartej petli
(OCP), charakterystyk woltamperometrycznych, po-
tencjatow przebicia, charakterystyk impedancyjnych
i wkasciwosci topograficznych. Zaproponowano mo-
dele granicy faz badane roztwory | probki Tii Ti z
NCD oraz mozliwe reakcje elektrochemiczne prze-
biegajace na takich granicach. Stwierdzono pozytyw-
ny wptyw warstw NCD na wiasciwosci korozyjne tak
zmodyfikowanego tytanu.

Stowa kluczowe: biomaterialy; korozja elektroche-
miczna biomateriatéw; korozja elektrochemiczna ty-
tanu; korozja elektrochemiczna tytanu z warstwami
NCD

Wprowadzenie

Biomateriaty

Biomaterialy, bedac materiatami szeroko stosowanymi
w ciele ludzkim powinny spetnia¢ nastepujace wymagania
[1-6]:

1. nie powinny inicjowa¢ zadnych reakcji w tkankach
otaczajgcych implant;

2. musza wykazywac biotolerancje (czasami biokompa-
tybilnos¢, ktora okresla sie jako zdolnos¢ ciata ludzkiego
do zaakceptowania implantu bez uszkodzen tkanki); ozna-
cza to, ze ciato ludzkie powinno tolerowac pokryte implan-
ty bez wykazywania destrukciji tkanki;

3. muszg miec¢ specyficzne wkasciwosci mechaniczne -
dobra adhezje i duzg odpornos¢ na zuzycie.

Wiasciwosci niektorych stali austenitycznych, stopéw ko-
baltu i r6znych stopdéw tytanu b (zawierajgcych Al, Mo, Cr,
V lub Nb) zostaly opisane w przegladowej pracy Rack'a i
Long'a [7]. Oni wyciagneli wnioski, ze stabe wtasciwosci
stopow tytanowych (wytrzymatos¢ na $cinanie i opornosc
zuzyciowa) ograniczajg ich uzycie jako biomateriatéw.

W grupie biomateriatéw specjalne znaczenie majg ma-
terialy uzywane do wytwarzania implantéw ortopedycznych.
Ich niektdre najistotniejsze specyficzne wiasciwosci zebrane
sag w TABELI 1.

Podsumowujgc - materiaty stosowane w implantach
medycznych powinny posiadac¢: dobrg biokompatybilno$¢
(zgodno$¢ z krwig i zgodnosc¢ tkankowa), stabilnosé che-
miczna, ktéra wymaga, aby te materiaty nie ulegaty degra-
dacji w otaczajacym srodowisku takim jak alkohol, roztwo-
ry do sterylizacji itp., biostabilno$¢, ktéra zgda aby mate-
riaty te nie ulegaly degradacji przy biologicznym oddziaty-
waniu z ciatem, doskonata adhezje, ktéra charakteryzuje
granice faz implant | srodowisko, bardzo dobre charaktery-
styki mechaniczne.

Badania korozyjne

Podstawowe charakterystyki biomateriatéw otrzymywa-
ne sg w ich badaniach korozyjnych. Dane literaturowe zwig-
zane z tym tematem (badania tytanu stosowanego w im-

Abstract

This paper presents, in its first section, compact
characteristics of biomaterials’ properties based on
behaviour of orthopaedic implants. By choice, ortho-
paedic implants are produced of different metals or
alloys. Their corrosion can easily be investigated by
means of different electrochemical methods both in
simple and modeling natural physiologic (Tyrode,
Hank and Locke) solutions.

Second section discusses corrosion results ob-
tained by investigating Ti, Ti with Nanocrystalline Dia-
mond (NCD) and TiC. Measurements of the corro-
sion potential in the open loop (OCP), voltammetric
characteristics, breakdown potentials, impedance and
topography characteristics have been presented.
Models of phase boundary investigated solutions | Ti
and Ti with NCD samples, and possible
electrochemical reactions occurring on such bounda-
ries, have been proposed. Positive interaction of NCD
layers on corrosion properties of, in such way modi-
fied, Ti have been stated.

Keywords: biomaterials, electrochemical corro-
sion of biomaterials; electrochemical corrosion of Ti-
tanium, electrochemical corrosion of Titanium with
NCD layers

Introduction

Biomaterials

Biomaterials have become widely used in the human
body. As such they should have the following requirements
[1-6]:

1. they must not initiate any detrimental reactions in the
tissues surrounding an implant;

2. they must exhibit biotolerance (sometimes
biocompatibility which describes the ability of the human
body to endure the implants without destruction of the tis-
sue), meaning that human body should tolerate coated
implants without exhibiting any tissue intolerance;

3. they must have a specific system of mechanical prop-
erties - good adhesion and wear resistance.

Properties of some austenitic steels, cobalt and differ-
ent titanium b-alloys (containing Al, Mo, Cr, V or Nb) have
been described in Rack and Long [7]. In their review they
concluded that the poor qualities of titanium alloys (shear
strength and wear resistance) limit their use as biomaterials.

Orthopaedic implants are a special group of biomaterials.
TABLE 1 summarizes their most important features.

Recapitulating: materials used in human body as medi-
cal implants must be characterized by: good biocompatibility
(haemo-compatibility and histo-compatibility), chemical sta-
bility, meaning that the materials do not degrade in the
environmental agents, such an alcohol, sterilizing solutions
etc., biostability, meaning that the materials are not de-
graded as a result of biological interactions within the body,
outstanding adhesion, characterized by the implant | layer
system, excellent mechanical characteristics.

Corrosion investigations

Basic biomaterials characteristics are mainly based on
the results achieved by investigation into their corrosion.
Literature data on this subject (investigating titanium used
as medical implant or applied in other fields of biomedi-
cine) are focused chiefly on the mechanical, and tribological
processes occurring in the classical testing solutions (HCI,
H,S0O,), more natural modelled solutions (Tyrode’s or
Hank’s) or natural solutions obtained from animal organ-



PARAMETR STAL NIERDZEWNA

PARAMETER STAINLESS STEELS
Oznaczenie
ASTM F-138 (316 LDVM)
Designation

STOPY KOBALTOWE TYTAN | STOPY TYTANOWE
TITANIUM and TITANIUM
BASE ALLOYS
ASTM F-67, ASTM F-136,
ASTM F-1295
(Wytapiane i obrabiane
plastycznie)

(Cast and wrought)

COBALT-BASE ALLOYS
ASTM F-75, ASTM F-799,
ASTM F-1537
(Wytapiane i obrabiane
plastycznie)

(Cast and wrought)

Gtéwne sktadniki stopow (wag%) Fe (bal), Cr (17-20)

Ni (12-14), Mo (2-4)

Principal Alloying Elements (wt%o)

Ti (bal.), Al (6), V (4),
Nb (7)
Ti + CgiamWarstwy
Ti + Cdamlayers

Co(bal.), Cr (19-30),
Mo (0-10), Ni (0-37)

Zalety
technologicznych
Advantages

Koszt, dost@no& proceséw

Cost, availability processing

Biokompatybilno&
Oporno& korozyjna
Wytrzymato& zmegzeniowa
Biocompatibility
Corrosion resistance
Fatigue strength

Oporno& zuz yciowa
Oporno& korozyjna
Wytrzymato& zmegzeniowa
W ear resistance
Corrosion resistance
Fatigue strength

Dtugotrwate zachowanie
whagiwoki
Long term behaviour

Wady

Disadvantages

TABELA 1. Szczeg6towe charakterystyki

materiatéw stosowanych w implantach
ortopedycznych.
TABLE 1. Particulgr characteristics of

orthopaedic implant materials.

plantach medycznych lub uzywanego w innych zastoso-
waniach biomedycznych) sg skupione przede wszystkim
na mechanicznych i tribologicznych procesach, ktére mie-
rzone sa w klasycznych roztworach testowych (HCI, H,SO,)
lub zblizonych do naturalnych roztworach modelowych (Ty-
rode’a lub Hank'a) lub tez naturalnych roztworach otrzy-
mywanych z organizméw zwierzecych.

Ze wzgledu na duze powinowactwo do tlenu tytan i jego
stopy sg szeroko stosowane w réznych dziatach techniki.
Tytan rozpuszcza sie szybko przechodzac w formy jonowe
tylko w kwasie fluorowodorowym oraz w srodowiskach roz-
puszczalnych fluorkéw lub silnie kompleksujacych zwigz-
kéw. Wiekszos¢ danych w literaturze elektrochemicznej i
korozyjnej jest zwigzana z korozjg tytanu w kwasach mine-
ralnych, obojetnych solach i elektrolitach podstawowych.

Ogolnie rzecz ujmujac, badania korozyjne metali w roz-
tworach fizjologicznych sa trudne do opisania z powodu
réznic w indywidualnej odpowiedzi organizmow (zwierze-
cych lub ludzkich). Po statystycznej analizie danych po-
miarowych naturalnych roztworéw zostaly zaproponowa-
ne sztuczne (modelowe) roztwory fizjologiczne. Roztwory
najczesciej stosowane do badan korozji biomateriatéw sag
przedstawione w TABELI 2.

Sktadniki tych roztworéw podzielone zostaty na trzy gru-
py: | - zwiazki wywotujgce korozje wzerowa, Il - zwigzki
buforujace, IIl - inhibitory korozji.

Nasze badania koncentrowaty sie na tytanie i tytanie
pokrytym Nanokrystalicznym Diamentem w wodnych roz-
tworach 0.1 M KClI, 0.1 M KBr i w roztworze Tyrode'a. Na-
szym zdaniem ciekawsze od procesOw korozji ogolnej sa
procesy korozji wzerowej. Roztwér Tyrode'a zawiera jony
ClI, ktére specyficznie adsorbujg sie na powierzchni elek-
trody. Jony te odgrywaja wazna role w procesach powsta-
wania wzeréw. Elektrochemiczne pomiary materiatéw z
Ti/TiO, i TIINCD w roztworach KCI and KBr moga stuzy¢
pomoca do objasnienia mechanizmow reakcji korozyjnych.

Odporno& na zuz ycie
Mata wytrzymato&€ na &inanie
Power wear resistance
Low shear strength

Biokompatybilno&
Biocompatibility

isms. Due to the affinity to oxygen, titanium and its alloys
are widely used in various fields of industry. Titanium dis-
solves rapidly to the ionic form only in hydrofluoric acid, in
the media of soluble fluorides or strongly complexing agents.
Main focus of electrochemical and corrosion literature data
are placed on the general corrosion of titanium in mineral
acids, neutral salts and basic electrolytes.

Corrosion investigations of metals in natural physiologic
solutions are, generally speaking, difficult to describe be-
cause of the differences that occur as a result of individual
response of an organism (animal or human). Many pro-
posals of the artificial (modelled) physiologic solutions have
been proposed, after analysing statistical investigations data
of natural solutions. TABLE 2 presents solutions most fre-
quently used in measurements of biomaterial's corrosion

8.

roztwor
LOCKE'A
LOCKE'S

solution

roztwor
HANK'A
HANK'S
solution

roztwor
TYRODA
TYRODE'S
solution

SUBSTANCJE
SUBSTANCES
[g/100 cm® H2O]

NaCl
KCI
CaClz
MgCl,
NaHCO3
NaH,PO4
d-CeH1206

0.01 - 0.25

TABELA 2. Sktady sztucznych roztworow
fizjologicznych.

TABLE 2. Compositions of artificial physiologic
solutions.

All agents of such solutions can be divided into three
groups: | - pitting corrosion aggressive agents, Il - buffer-
ing agents, Il - corrosion inhibitor.

Our investigations have been focused on titanium and
titanium covered by Nanocrystalline Diamond (NCD) layer
in 0.1 M KCI, 0.1 M KBr aqueous and Tyrode's solutions.
From our point of view the pitting corrosion processes are
more interesting than the general corrosion processes. The
Tyrode’s solution contains the CI- ions as an aggressive
compound specifically adsorbed on the electrode surface.
Those ions play important role in corrosion pits creation.
The electrochemical measurements of Ti/TiO,and Ti/NCD
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CzescC eksperymentalna

Preparatyka powierzchni tytanu

Badania wykonywane byly na prébkach wykonanych z
Ti (99.99 - Aldrich) w ksztatcie walca o $rednicy 6.35 mm.
Powierzchnia Ti przygotowywana byta w dwéch réznorod-
nych procedurach. Pierwsza zawierata mechaniczne pole-
rowanie na papierze sciernym (z ziarnem SiC do 2000) i
ptukanie woda destylowang - niektére pomiary byty wyko-
nywane bezposrednio po takim "prostym" przygotowaniu.
W drugiej, po wykonaniu wyzej opisanych czynnosci, po-
wierzchnia byta dodatkowo polerowana mechanicznie z
uzyciem zelu diamentowego (z ziarnem 1 mm), ptukana
acetonem i wodg destylowana, trawiona w odczynniku Krol-
la (kwas fluorowodorowy HF (40%), kwas azotowy HNO,
(70%) i woda w proporcjach objetosciowych 1:3:5) oraz na
koniec powtdrnie ptukana wodg destylowang i suszona ar-
gonem. Wiekszos$¢ pomiaréw byta wykonywana po takim
"petnym" przygotowaniu.

Pokrycia weglowe

Po wyzej opisanym przygotowaniu powierzchnia prébek
Ti pokrywana byta warstwami NCD z uzyciem metody RF
PCVD. Metoda ta zostata opracowana na Politechnice
t6dzkiej [1, 2]. Procedura wytwarzania warstw NCD prze-
prowadzana byfa przy nastepujgcych parametrach robo-
czych:
- trawienie jonowe - ujemny potencjat autopolaryzacji probki
800 V, czestotliwos¢ generatora 13.65 MHz, czas 2 min.;
-nanoszenie warstw NCD - ujemny potencjat autopolary-
zacji probki 800 V, strumien objetosci gazu (CH,) 25 cm?/
min, temperatura probki ok. 180°C, czas 10 min.

Pomiary elektrochemiczne i fizyczne

Pomiary elektrochemiczne wykonywane byty w specjal-
nym, szklanym naczyrku elektrolitycznym. Naczynko po-
siadato standardowo trzy elektrody - robocza, ktorg byta
proébka Ti z powierzchnig aktywng ok. 0,1 cm?, pomocni-
czg - w ksztalcie walca z folii Pt (99,99) i odniesienia - spe-
cjalna elektroda kalomelowa w nasyconym roztworze KCI.
Wszystkie roztwory pomiarowe byty wykonywane z odczyn-
nikbw chemicznych Adrich, Merck - z czystoscig "do ana-
liz" - bez dodatkowego oczyszczania.

Do pomiaréw korozyjnych zostaly zastosowane naste-
pujace metody elektrochemiczne:
10 mV) w zakresie czestotliwosci od 10000 Hz do 0.01 Hz.

Wykonywanie badan elektrochemicznych razem z ba-
daniami STM i ECSTM in situ w jednym naczynku elektro-
litycznym daje gwarancje zachowania tych samych warun-
kéw pomiarowych [9]. Badania SEM-EDX i AFM byty wy-
konywane ex situ w niezaleznych systemach pomiarowych.

Wyniki

Pomiary potencjatéw korozyjnych

Potencjaly korozyjne E_zz Mierzone byly w otwartej petli
(OCP) dla Ti po "petnym" przygotowaniu powierzchni, dla
Ti z warstwami NCD oraz dodatkowo dla Ti z warstwa TiC.
Potencjaty E.,rz Wyznaczone zostaty przed anodowg po-
laryzacjg prébek, oraz po petnym cyklu anodowej polary-
zacji we wszystkich badanych roztworach. Otrzymane $red-
nie wartosci potencjatow E oz Wzgledem stosowanej elek-
trody odniesienia - elektrody kalomelowej w nasyconym
roztworze KCI - przedstawione sa w TABELI 3.

Analizujac uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢ nastepu-
jace prawidtowosci:
- potencjaty korozyjne Ti z warstwami NCD i TiC byty bar-
dziej dodatnie niz potencjaty korozyjne Ti we wszystkich

materials in KCI and KBr solutions may help to interpret
the corrosion reaction mechanisms.

Experimental

Titanium surface preparation

All measurements were done using cylindrically shaped
samples of Ti (99.99 - Aldrich) with diameter 6.35 mm. Ti
surface was prepared in two different ways. The first prepa-
ration way was completed by means of mechanical polish-
ing with silicon abrasive paper (with grade up to 2000) and
rinsing with distilled water - some measurements have been
carried out directly after this "simple" preparation. In the
second way all previously described steps were repeated,
and surfaces additionally, mechanically polished with dia-
mond gel (1 mm grains), rinsed with acetone and distilled
water, etched in the Kroll's solution (hydrofluoric acid HF
(40%), nitric acid HNO, (70%) and water in volume ratio
1:3:5, respectively), and finally rinsed with distilled water
and dried in argon. Majority of measurements were carried
out after this "full" preparation cycle.

Carbon coatings

The surface of Titanium samples prepared in the above
described way were covered by NCD layers, using Radio
Frequency Plasma Chemical Vapour Deposition (RF PCVD)
method. This technique has been elaborated at the Techni-
cal University of Lodz [1, 2]. NCD deposition was prepared
with the following technical data:
- ion etching - negative sample autopolarization potential 800
V, generator frequency 13.65 MHz, duration 2 min.;
-deposition of NCD layers - negative sample autopolarization
potential 800 V, gas stream velocity (CH,) 25 cm®min, sam-
ple temperature ca. 180°C, duration 10 min.

Electrochemical and physical measurements
Electrochemical measurements were carried out in a
special glassy electrolytic cell. The cell contained typical
three electrodes - working electrode, which was a Ti sam-
ple with exposed area ca. 0.1 cm?, counter Pt (99.99) foil
electrode cylindrically shaped, and reference electrode
being special calomel electrode in saturated KCI solution.
All measuring solutions were prepared from chemical rea-
gents Aldrich, Merck - with purity "for analysis" - without
additional purification.
Following electrochemical method are used in corrosion
measurements:
- corrosion potentials E.orr detection in open potentiostat
loop (OCP);
- polarization curves in the range of +20 mV and -20 mV
round E.orz With 1 mV/s potential scan (Stern-Geary
method);
- quasi-stationary characteristics in wide polarization
potentials range with 1 mV/s potential scan (CV in
potentiostatic condition);
- impedance characteristics with sinusoidal signal (E,c = 10
mV) in the frequency range from 10000 Hz to 0.01 Hz (EIS).
Electrochemical investigations as well as STM and
ECSTM in situ in one electrolytic cell guarantee the same
conditions of measurements [9]. The SEM-EDX and AFM
measurements were performed in the independent ex situ
systems.

Results

Corrosion potentials measurements
Corrosion potentials E.ozg Were measured in open
potentiostat loop (OCP): for Ti samples after "full”" prepara-



Ti z warstwami NCD Ti z warstwgTiC
Ti with NCD layers Ti with TiC layer

przed anodowa po anodowej przed anodowg po anodowej przed anodowa po anodowej
Roztwor polaryzacja polaryzaciji polaryzacja polaryzaciji after polaryzacija polaryzaciji after
Solution before anodic after anodic before anodic anodic before anodic anodic

polarization polarization polarization polarization polarization polarization

0.1 M KBr -0.38+0.03 0.20+0.33 0.15+0.04 0.34+0.06 0.18+0.10 0.75+0.03

0.1 MKCI | -0.31+0.02 0.44+0.02 0.19+0.02 0.72+0.08 - -

Tyrode -0.38+0.02 0.36x0.04 0.17+0.02 0.63+0.02 0.03+0.02 0.93+0.03

TABELA 3. Potencjaty korozyjne Ti, Ti/NCD i Ti/
TiC.

TABLE 3. Corrosion potentials of Ti, Ti/NCD and
Ti/TiC.

badanych roztworach;
- po polaryzacji anodowej wszystkie potencjaty korozyjne
przesuwaty sie w strone bardziej dodatnich wartosci.

Pomiary woltamperometryczne i korozji wzerowej

Pomiary woltamperometryczne we wszystkich badanych
roztworach byty wykonywane w klasycznym trojelektrodo-
wym, potencjostatycznym uktadzie potaczen. Korozje wze-
rowg zaobserwowano dla takiego uktadu potaczen jedynie
w roztworze 0,1 M KBr. Dodatkowe pomiary korozji wzero-
wej w roztworze 0.1 M KClI byly wykonywane z zastosowa-
niem specjalnego, dwuelektrodowego ukitadu. Uklad ten
zabezpieczat programowang szybko$¢ zmian napiecia mie-
dzy elektrodg pomocniczg a elektroda robocza.

Otrzymane charakterystyki woltamperometryczne dla
niektérych badanych prébek i roztworéw przedstawione sg
na RYS. 1.

Ksztalt charakterystyk woltamperometrycznych, szcze-
golnie dla Ti z warstwami NCD (RYS.1a), nie pozwala na
wyznaczenie parametréw korozyjnych z zastosowaniem
metody krzywych Tafela.

We wszystkich badanych roztworach stwierdzono wy-
stepowanie wysokich pikéw prgdowych na elektrodach Ti
z warstwami NCD przy potencjale polaryzacji E = ~2 V
(RYS. 1b). Te piki zwigzane sg z reakcjami anodowymi we
wszystkich prostych elektrolitach zawierajacych aniony CI-
i Br. Obserwowane reakcje mozna opisa¢ bazujgc na mo-
delu pekniec i uszkodzen pokrycia z nanokrystalicznego
diamentu i odstoniecia tym samym powierzchni TiC. Za-
chodzace anodowe reakcje mozna przedstawi¢ w postaci
nastepujacego, przyktadowego schematu:

TicO B H? - TiO,+ 1 Cl,+ 1 CO,

Taki sam pik pradowy byt obserwowany w roztworze
Tyrode'a. W tym roztworze moze by¢ zaproponowany po-
dobny schemat zachodzacych proceséw.

Na krzywych polaryzacyjnych Ti z warstwa TiC zostaty
zmierzone w roztworze 0,1 M KBr potencjaty przebicia E, i
repasywacji E.,. Potencjat E, jest nieodtwarzalny (patrz
nizej), natomiast potencjat E,, jest powtarzalny dla wielu
prébek, niezaleznie od sposobu ich przygotowania. Poten-
cjat ten okresla wygasniecie reakcji proceséw korozyjnych,
zwigzanych z elektroroztwarzaniem czystego Ti.

Na RYS. 2a pokazane sa typowe charakterystyki wol-
tamperometryczne Ti w roztworach 0,01 M i 0,1 M KBr, z
wyraznie zaznaczong korozjg wzerowa. Natomiast na RYS.
2b pokazane sa analogiczne charakterystyki dla jednej ba-
danej prébki Ti, lecz w kolejnych cyklach polaryzacji ano-
dowej. Jak wida¢, potencjat przebicia po kazdej anodowej
polaryzacji przesuwa sie coraz bardziej w strone bardziej
dodatnich wartosci.

tion, for Ti with NCD layers and additionally for Ti with TiC.
E.orr Values were detected before electrochemical treat-
ment and after anodic polarization in all investigated elec-
trolytic solutions. In TABLE 3 there are presented average
values for E.rg Obtained vs. reference calomel electrode.
Upon analysis following regularities may be detected:
- corrosion potentials for Ti with NCD and TiC layers have
been more positive then for Ti in all investigated solutions;
-after anodic polarization all corrosion potentials have shifted
to more positive values.

Voltametric and pitting corrosion measurements

In all investigated solutions the voltammetric measure-
ments were carried out in typical three-electrodes
potentiostatic condition. In this condition only in 0.1 M KBr
solution pitting corrosion could have been observed. Addi-
tional pitting corrosion measurements in 0.1 M KCI were
done using special two-electrodes connection. This con-
nection saved a programmed voltage slope between a coun-
ter and working electrodes.

FIG. 1 presents obtained voltammetric characteristics
of some investigated samples and solutions.

The course of voltammetric characteristics, especially
for Ti with NCD layers (FIG.1a), does not allow calculation
of corrosion parameters employing Tafel slope method.

In all investigated solutions the high current peaks at
the potential E=~2 V (FIG.1b) on Ti with NCD layers were
detected. These peaks illustrate the anodic reactions in all
simple electrolytes containing Cl-and Br-anions. Observed
reactions can be described base on the model of cracked
or defected Nanocrystalline Diamond cover, and exposi-
tion of the TiC surface. On this latter surface the following
anodic reactions can be presented as an example in the
form of the following scheme:

TicO &% - TiO,+ 1 Cl,+ 1 CO,

The same current peak was observed in Tyrode’s solu-
tion. The proposal of the processes presented above can
be in Tyrode’s solution similar.

On the Ti polarization curves with TiC layer in 0.1 M KBr
solution there were detected a breakdown E, and
repassivation E,, potentials. E, potential is not repeatable
(see below), whereas, apart from their preparation, E,, is
repeatable for many samples. Potential E,., determines an
extinction of corrosion processes joined with Ti
electrodissolution.

FIG. 2a shows typical voltammetric characteristics of Ti
sample in 0.01 M and 0.1 M KBr solutions with distinct pit-
ting corrosion. FIG.2b presents analogous characteristics
of one of the investigated Ti sample, but in consecutive
anodic polarization cycles. As can be see, breakdown po-
tential is shifted to more positive values after each anodic
polarization.

In Ti investigations was stated a fact that breakdown po-
tential E, strongly depend on surface preparation. It seems
that the significance attributed to measurements of this
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RYS. 1. Charakterystyki woltamperometryczne Ti
i Ti zwarstwami NCD w a) roztworze 0,1 M KCl i
b) roztworze Tyrode’a.

FIG. 1. Voltammetric characteristics of Ti and Ti
with NCD layers a) in 0.1 M KCl and b) in Tyrode's
solutions.

potential is not fully justified.
In FIG. 3, SEM structure and SEM-EDX elements com-
position of surface inside and outside of pit, after pitting
corrosion of Tiin 0.1 M KBr, are presented.
The presence of Brinside the pits was detected. Similarly,
after corrosion investigations in 0.1 M KCI solution the pres-
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RYS. 2. Krzywe anodowej polaryzacji elektrody
Ti w a) roztworach KBr o stezeniach 0,01 Mi 0,1
M oraz b) kolejne charakterystyki z potencjatami
przebicia w roztworze 0,1 M KBr.

FIG. 2. Anodic polarization curves of Ti electrode
a) in 0.01 M and 0.1 M KBr solutions and b) the
consecutive breakdown potential characteristics

ence of Cl was detected. It confirms that, with these halide
ions, during creation of pits soluble and insoluble Ti compounds
are formed. Specific, strong adsorption of those ions on sam-
ple surface is the reason for pitting corrosion [10].

Scanning tunneling microscopy and atomic force
microscopy measurements

Scanning tunneling microscopy is very difficult to em-

in 0.1 M KBr solution.

W badaniach prébek Ti stwierdzony tez zostat fakt, ze po-
tencjat przebicia silnie zalezy od sposobu przygotowania
powierzchni. Wydaje sie, ze duze znaczenie w badaniach
biomateriatow przypisywane pomiarom tego potencjatu nie

w pehi jest uzasadnione.

Na RYS. 3 przedstawione sa struktura i pierwiastkowy
sktad powierzchniowy Ti, otrzymane technikg SEM i SEM-

ploy for Ti investigations after corrosion. Obtained STM pic-
tures can not be unequivocally interpreted as surface to-
pography. The reason for this is a big resistance of TiOlayer,
which determines a tunneling current flowing between scan-
ning tip and measuring sample. Using STM only a thin NCD
layers can be investigated. Thicker NCD layers (above 50
nm) are an insulator for tunneling current and make it im-
possible to apply STM for investigations of such samples.
FIG. 4a shows an exemplary surface topography of Ti with
thin NCD layer before corrosion. STM can only be used for

EDX, wewnatrz i na zewnatrz wzeru, po korozji w roztwo-
rze 0,1 M KBr.

W warstwie wierzchniej wewnatrz wzeru stwierdzono
obecnos¢ Br. Podobnie, przy badaniu korozji w roztworze
0,1 M KClI stwierdzono obecno$é Cl. Swiadczy to o tworze-
niu sie podczas wzrostu wzeru lepiej lub gorzej rozpusz-
czalnych zwigzkéw Ti z wyzej wymienionymi jonami halo-
genkowymi. Przyczyn tak duzej podatnosci na korozje wze-
rowg nalezy szuka¢ w silnej specyficznej adsorpcji tych
jonéw na powierzchni badanej probki [10].

determination of topography of the inner part of the corro-
sion pit, as this part is often bulk metal covered with thin
oxide layer. FIG. 4b presents a surface of the bottom part
of a pit which was formed in 0.1 M KBr solution.

Atomic force microscopy, on the other hand, is very use-
ful in corrosion investigations. Applying this technique,
measurements of surface topography of sample, apart from
its conductivity, are possible. With additional oscillations of
cantilever is applied in AFM a phase contrast. Phase con-



RYS. 3. Obraz SEM wzeru korozyjnego na
powierzchni Ti i sktad pierwiastkowy SEM-EDX
tej powierzchni po korozji w roztworze 0,1 M KBr.
FIG. 3. SEM picture of corrosion pit in Ti surface
and SEM-EDX element composition of this
surface after corrosion in 0.1 M KBr solution.

Pomiary metodami skaningowej mikroskopii tunelo-
wej i mikroskopii sit atomowych

Skaningowa mikroskopia tunelowa jest bardzo trudna
do badan elektrod Ti po procesach korozyjnych. Uzyska-
nych obrazéw STM nie mozna jednoznacznie interpreto-
wac jako obrazéw topograficznych powierzchni. Przyczy-
na jest duza opornos$¢ warstwy TiO,, wplywajgca na prad
tunelowy pltynacy miedzy skanujaca igta a badana prébka.
Technika STM mozna mierzy¢ jedynie cienkie warstwy
NCD. Warstwy grubsze (powyzej 50 nm) stanowig izola-
cyjna bariere dla pradu tunelowego i uniemozliwiajg zasto-
sowanie STM do badania takich powtok. RYS. 4a pokazu-

trast allows detecting specific physical properties such as
hardness and flexibility changes, and attributed chemical
properties. FIG. 5 is an example of surface topography of
Ti with NCD layers after pitting corrosion in 0.1 M KBr solu-
tion - pictures a) and b) show topography and phase con-
trast respectively. In bottom left corner of the contrast phase
picture there can be seen a pit which is clearly distinguished
from the rest of the surface.

Electrochemical impedance spectroscopy measure-
ments

Electrochemical impedance characteristics, describing
phase boundary electrolyte | investigated sample, were
measured after immersing the sample in solution and hav-
ing achieved equilibrium conditions, and after anodic po-
larization cycle. In both cases the measurements were col-
lected at E. g potential in frequency range from 10 mHz to
10 kHz, with harmonic signal E,.=10 mV. FIG.6 presents
results obtained for Ti and Ti with NCD layers (to results
elaboration frequency was restricted to 0.05 Hz). It can be
see that all characteristics are similar to the typical Ti char-
acteristics with oxide layer [11]. FIG.6d presents equiva-
lent electrical circuit fitting obtained experimental data.

The circuit was the same for all investigated samples
and solutions. It contained uncompensated electrolyte re-
sistor Rs, two identical branches of constant phase ele-
ments CPE1 and CPE2, and resistors R1 and R2, con-
nected in series. Given presented results resistor Rs was
in the range 100 W- 240 W, CPE1-T in the order of 10-6
and CPE1-P incorporated between 0.8 and 1. The CPE1-
P values near 1 testify that CPE1-T is similar to differential
electrical double layer capacitance of electrolyte | oxide Ti
layer boundary. This assumption confirms that R1 values
that are in the order of 10° W _ 107 W. CPE2 and R2 ele-
ments have not unequivocal interpretation - these elements
can describe an oxide layer | bulk Ti boundary.

Summarizing - impedance characteristics of Ti and Ti
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RYS. 4. Obrazy STM: a) Ti z warstwami NCD -
przed korozja, b) Ti po korozji w roztworze 0.1 M
KBr; pomiary w powietrzu, igta skanujgca
Pt(90)Ir(10), E.=+1,0 V, |.=+1,0 nA.

FIG. 4. STM images: a) Ti with NCD layers - before
corrosion, b) Ti after corrosion in 0.1 M KBr
solution; measurements in air, tip Pt(90)Ir(10),
E=+1.0V, | =+1.0 nA.

je topografie Ti z cienkg warstwa NCD przed procesami
korozyjnymi. STM moze by¢ zastosowany do okreslenia
topografii wnetrza wzeru, poniewaz wnetrze to bardzo cze-
sto jest czystym metalem pokrytym cienkg warstwa tlenku.
Na RYS. 4b jest przedstawione dno wzeru, ktéry powstat
w roztworze 0,1 M KBr.

RYS. 5. Obrazy AFM Ti z warstwami NCD po
korozji w roztworze 0,1 M KBr: a) topografia i b)
kontrast fazowy; pomiary w powietrzu, tryb
oscylacyjny.

FIG. 5. AFM images of Ti with NCD layers after
corrosion in 0.1 M KBr solution: a) topography
and b) phase contrast; measurements in air,
tapping mode.
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Bardzo przydatng do badan korozyjnych jest mikrosko-
pia sit atomowych. Technika ta pozwala badac¢ topografie
prébki niezaleznie od jej przewodnictwa elektrycznego. W
AFM, przy zastosowaniu dodatkowego oscylacyjnego
wzbudzenia dzwigni, mozliwe jest uzycie metody kontra-
stu fazowego. Kontrast fazowy pozwala na detekcje spe-
cyficznych wtasciwosci fizycznych prébki, takich jak zmia-
na twardosci, elastycznosci oraz zwigzanych z nimi wia-
Sciwosci chemicznych. Przyklad analizy powierzchni préb-
ki Ti warstwami NCD po korozji wzerowej w roztworze 0,1
M KBr przedstawiony jest na RYS. 5 - obrazy a) i b) poka-
zujg odpowiednio topografie i kontrast fazowy. W lewym
dolny rogu widoczny jest wzer, wyraznie odrGzniajacy sie
od pozostatej powierzchni, szczegoélnie w kontrascie fazo-
wym.

Pomiary elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej

Charakterystyki impedancyjne EIS, opisujace wtasciwo-
Sci elektrochemiczne granicy faz roztwor elektrolitu | bada-
na probka, wykonywane byly po zanurzeniu prébki do roz-
tworu i ustaleniu sie warunkéw rownowagowych oraz po
polaryzacji anodowej. W obu przypadkach pomiary wyko-
nywano w potencjale E.ozz W zakresie czestotliwosci od 10

RYS. 6. Charakterystyki EIS elektrod Ti /NCD i
Ti w roztworach a) 0,1 M KCI, b) 0,1 M KBr i c)
Tyrode’a, przed i po polaryzacji anodowej oraz
d) zastepczy obwadd elektryczny (O przed i O po
anodowej polaryzacji Ti/NCD, O przed i O po
anodowej polaryzacji Ti).

FIG. 6. The EIS spectrain a) 0.1 M KCI, b) 0.1 M
KBr and c) in Tyrode’s solutions of Ti/NCD and
Ti electrodes before and after anodic treatment,
and d) electrical equivalent circuit (O before and
O after anodic polarization of Ti/NCD, O before
and O after anodic polarization of Ti).

with NCD layers, before and after anodic polarization are
similar and do not the important influence of NCD layers
on electrochemical and corrosion properties of Ti samples.

Final conclusions

The basic information concerning biomaterials and the
results of Ti and Ti with NCD layers investigations presented
above may be summarized as follows:

1. The implants immersed in human tissue must be care-
fully selected as "ideal" materials of the highest quality;

2. Titanium, titanium alloys and titanium covered by
Nanocrystalline Diamond layers deposited by means of High
Frequency Plasma in High Vacuum atmosphere of CH,
express high biocompatibility and show no negative re-
sponses from the human organism;

3. General corrosion of titanium and titanium based de-
tails are rather very small in fluids of the human body, but
the specific pitting corrosion can occur, especially in the
presence of halide anions like CI- or Br;

4. The surface of Ti, Ti with NCD and TiC layers is de-
scribed by the same electrical equivalent circuit according



mHz do 10 kHz, z sygnatem harmonicznym E,.= 10 mV.
Otrzymane rezultaty dla Ti i Ti z warstwami NCD dla po-
szczegOlnych roztworéw przedstawione sg na RYS.6 (do
opracowania wynikdéw zakres czestotliwosci ograniczony
zostat do 0,05 Hz). Nalezy zauwazy¢, ze wszystkie cha-
rakterystyki impedancyjne sa podobne do typowych cha-
rakterystyk Ti z warstwg tlenkowa [11]. Na RYS.6d przed-
stawiony jest tez zastepczy obwdéd elektryczny fitujacy otrzy-
mane dane pomiarowe.

Obwdd ten byt taki sam dla wszystkich roztworéw i wszyst-
kich badanych prébek. Obwod ten zawiera nieskompen-
sowany opor elektrolitu Rs oraz dwie potgczone w szereg
identyczne galezie zbudowane z elementéw statofazowych
CPE1 i CPE2 oraz rezystancji R1 i R2. Dla prezentowa-
nych wynikéw wartos¢ opdr Rs zawiera sie¢ miedzy ok. 100
Wa 240 W, wielkos¢ CPE1-T jest rzedu 10, a CPE1-P jest
w granicach od ok. 0,8 do 1. Takie wartosci CPE1-P Swiad-
cza o tym, ze CPE1-T odpowiada pojemnosci rézniczko-
wej granicy faz roztwor elektrolitu | warstwa tlenkowa Ti.
Potwierdzajg to wartosci R1, ktore sg rzedu 10°W _ 107 W.
Interpretacja elementéw CPE2 i R2 nie jest jednoznaczna
- elementy te moga opisywac granice faz warstwa tlenko-
wa | materiat bazowy Ti.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze mate réznice we
wszystkich charakterystykach impedancyjnych - dla Tii Ti
z warstwami NCD, przed i po polaryzacji anodowej - nie
pokazujg zasadniczego wptywu warstw NCD na wtasciwo-
Sci elektrochemiczne, a tym samym i korozyjne, probek.

Whnioski koncowe

Przedstawione wyzej informacje o ogélnych wtasciwo-
Sciach biomateriatow oraz wyniki badan korozji Tii Ti z
warstwami NCD mozna podsumowaé nastepujgco:

1. Implanty umieszczone w tkankach ludzkich muszg by¢
selekcjonowane jako "idealne" materiaty o najwyzszej ja-
kosci;

2. Tytan, stopy tytanu i tytan z warstwami nanokrystalicz-
nego diamentu, otrzymywanymi technikg RF PCVD w at-
mosferze CH,, wyrdzniaja sie wysoka biokompatybilnoscig
i nie wykazujg negatywnej odpowiedzi organizmu ludzkie-
go;

3. W naturalnych roztworach fizjologicznych korozja ogél-
na tytanu i implantéw bazujacych na tytanie jest raczej sta-
ba, lecz w tych roztworach moze zachodzi¢ lokalna koro-
zja wzerowa, szczegolnie w obecnosci takich jonéw jak CI-
lub Br;

4. Powierzchnia tytanu, tytanu z warstwami NCD i TiC moze
by¢ przedstawiona tym samym zastepczym obwodem elek-
trycznym, zgodnym z danymi literaturowymi;

5. Metody nanoelektrochemiczne sg uzyteczne do obser-
wacji w skali nanometrycznej efektow korozji lokalnej za-
chodzacej w obszarze krystalograficznej dyslokacji. Nano-
wzery moga by¢ traktowane jako ogniska inicjujace lokal-
na destrukcje materiatu implantowego.
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to literature data;

5. The nanoelectrochemical methods are very useful in
observations of the local corrosion effects, in nanometric
scale, occurring in crystalline dislocation area. The nano-
pits can be treated as beginning of dangerous local de-
struction of the implant material.
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Streszczenie

W pracy przedstawiono warto$ci potencjatu na sty-
ku woda i biomateriat (platyna, grafit, stop Ti6AI4V ,
stop Ti6AI4V / TiN, stop Ti6AI4V / NCD, Si typu"p", Si
typu"n" ). Wyniki wskazuja, ze wartos¢ i znak poten-
cjatu kontaktowego sa wielkosciami istotnie charak-
teryzujagcymi dany materiat w stanie wyjsciowym.

Stowa kluczowe: potencjat kontaktowy,
Ti6Al4V, TiN, NCD

Wstep

tadunek elektryczny, ktéry powstaje na ztaczu dwéch
ciat r6zniacych sie pracg wyjscia elektronu nadaje tej po-
wierzchni potencjat kontaktowy charakterystyczny dla da-
nego ztacza. Potencjat ten jest pierwotnym czynnikiem
determinujacym przypowierzchniowe zjawiska dyfuzji i uno-
szenia, ostatecznie ksztattujace jego wartos¢. W przypad-
ku gdy zlgcze tworzy cialo state i elektrolit, potencjat ciata
stalego opisuje wzo6r Nernsta, i posrednio potencjat elek-
trokinetyczny.

Wartos€ i znak potencjatu kontaktowego wptywa na ad-
hezje wszystkich czastek znajdujacych sie w elektrolicie
obdarzonych tadunkiem elektrycznym (jonéw i czgsteczek
polarnych, o grupach funkcyjnych elektrodonorowych i/lub
akceptorowych). Mozna zatem przyjac, ze przyleganie
wybranych biatek, a takze receptoréw komorek do po-
wierzchni biomaterialowego implantu jest pod silnym wply-
wem jego potencjatu kontaktowego i mozna uznac ten po-
tencjat jako wielko$¢ charakteryzujgca biomateriat. Wptyw
potencjatu lub tadunku elektrycznego na adhezje biatek
zostat uwzgledniony w pracach [1, 2], komérek [3] i trom-
bogennosci biomateriatéw [4, 5].

Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie poten-
cjatu kontaktowego wybranych materiatéw z woda, jako
wielkosci niezaleznej od rodzaju elektrolitu, charakterystycz-
nej tylko dla badanego ciata stalego, pozostajacej jednak
w zwigzku z zastosowaniem materiatu w Srodowisku orga-
nizmu zywego. Czasteczki wody sa w przypadku implantu
pierwszymi adherentami. W szczegdlnosci badania miaty
na celu okreslenie wplywu modyfikacji powierzchniowej
materiatu na jego potencjat kontaktowy.

Czesc doswiadczalna

Do badan zastosowana zostata woda redestylowana i
materiaty zestawione w TABELI 1.

Warstwa TiN zostata wytworzona przez azotowanie jo-
nowe pradu statego stopu w temperaturze 800°C. Warstwa
sktada sie z powtoki TiN - Ti,N - N(Ti,) + N(Ti,) [6] . War-
stwa diamentowa zostata wytworzona przez pirolize CH, w

CONTACT POTENTIAL
WATER:BIOMATERIAL

A. Sokotowska*, S. MiITURA*, T. WIERZCHON**,
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Abstract

The paper deals with value of potential at the con-
tact : water and biomaterial (Platinum, Graphite,
Ti6Al4V / TiN, Ti6Al4V / NCD, Ti6Al4V, Si "p-type",
Si "n-type" ). The results point out, that the value and
the sign of contact potential essentially characterise
the material in initial state.

Key words: contact potential, Ti6Al4V, TiN, NCD

Introduction

The electric charge produced at the contact between
two bodies with differing electron work functions creates,
at the interface between these two bodies, a certain poten-
tial characteristic of this contact. This potential is the pri-
mary factor that determines the near-surface diffusion and
convection phenomena which, in turn, establishes its final
value. If the contact exists between a solid body and an
electrolyte, the potential of the solid body is defined by the
Nernst formula and, indirectly, by the electro-kinetic poten-
tial.

The value and the sign of the contact potential influence
the adhesion of all the electric charge carrying particles
that are presentin the electrolyte (ions and polar molecules
of the electro-donor and/or acceptor character). Hence we
can assume that the adherence of the selected proteins,
and also the cell receptors, to the surface of an implant
strongly depends on the contact potential. This, therefore,
can be taken to be a characteristic parameter of this bio-
material. Effect of the potential, or the electric charge, onto
the adhesion of proteins has been described in refs. [1,2],
of cells in refs [3] and its effect on thrombogeneity of
biomaterials - in refs. [4,5].

The aim of the present study was to determine the con-
tact potentials induced at the contact between water and
certain selected materials, treating the value of this poten-
tial as a quantity independent of the kind of the electrolyte
but characteristic of the solid body itself, although also re-
lated with the contact of this material with the environment
of a living organism. In the situation of an implant, its pri-
mary adherents are the particles of water. The study was
in particular concerned with examining how the contact
potential of an implant material can be affected by surface
modifications of this material.

Experimental

The materials used in the experiments were re-distilled
water and the materials listed in TABLE 1

The TiN coating was produced on the alloy by subject-
ing it to D.C. ion nitriding at a temperature of 800°C, and



| Platyna |
Platinum

Grafit EK-50 Ringddorffa

0 zawarto&i popiotu <150 ppm

Graphite EK-50 with the ash content <150ppm,
delivered by Ringsdorff Co’

Krzem typu p o opornoi 577 Qcm

Silicon, p-type, with a resistivity 5 = 72cm
Krzem typu n o oporno&i 0,5 Qcm

Silicon, n-type, with a resistivity 0.5Qcm

Stop Ti6AI4V

Ti6Al4V alloy

Stop Ti6Al4V pokryty warstwa TiN-Ti2N-N(Ti) (TiN)
Ti6Al4V alloy coated with a TiN-Ti2N-N(Ti) (TiN) layer
Stop Ti6Al4V pokryty warstwadiamentowa(NCD)
Ti6AI4V alloy coated with a diamond layer (NCD

TABELA 1. Badane ciata stale.
TABLE 1. Solids examined during the present
experiments.

plazmie w. cz. Warstwa sklada sie z nanokrystalicznego
diamentu [7].

Uktad pomiarowy sktadat sie z uchwytu dla prébek i elek-
trody odniesienia, kt6rg byta minielektroda kalomelowa EK-
602 o potencjale 223+5 mV. Miernikiem réznicy potencja-
tow byt elektroniczny woltomierz Mera typ U722A o oporze
wewnetrznym R,=10° W.

Wyniki

W TABELI 2 zestawione sg zmierzone potencjaty kon-
taktowe w odniesieniu do umownej wartosci potencjatu na-
syconej elektrody chinhydrynowej zgodnie z Konwencja Ge-
newska.

Pomiary wykazywaty dos¢ duzy rozrzut wartosci wyni-
kow, ktére mozna czesciowo wyttumaczy¢ btedami w jako-
Sci kontaktéw i czutoscig pomiaru na stan chemiczny po-
wierzchni.

Podsumowanie

Badania wykazaly, ze potencjaty kontaktowe mate-
riat/woda silnie réznig sie miedzy soba dla r6znych mate-
riatbw i mozna przyja¢ ten potencjat za wielkos¢ dobrze
charakteryzujgcg stan wyjsciowy uktadu implant/ptyny ustro-
jowe. Poréwnujac potencjaty kontaktowe woda/r6zne ma-
terialy z potencjatami mierzonymi w badaniach korozyjnych
w réznych osrodkach mozna oceni¢ zjawiska adhezyjne
zachodzace przy elektrodach, zalezne tylko od rodzaju elek-
trolitu.

Poniewaz potencjat kontaktowy wielu komorek oraz bia-
tek z ptynami ustrojowymi jest ujemny [8], mozna na pod-
stawie znajomosci potencjatow kontaktowych biomateria-
tow, prognozowac bioaktywnos¢ implantow.

Podziekowania

Praca finansowana jest przez Komitet Badarn Na-
ukowych - projekt badawczy nr 7 TO8D03621

was composed of TiN - Ti,N - N(Ti,) + N(Ti,) layers, [6].
The diamond coating was produced by the pyrolysis of CH,
in a high frequency plasma and consisted of nanocrystalline
diamond [7].

The measuring system included a sample holder and
an EK-602 calomel chinhydrine minielectrode of the poten-
tial +223£5mV which was taken to be the reference elec-
trode. The potential difference was measured using a
"MERA"4722A electronic voltmeter with the internal re-
sistance R;= 10° W.

ch
>

Platyna
Platinum

Grafit
Graphite

Stop / Alloy
Ti6Al4V / TiN

Stop / Alloy
Ti6AI4V / NCD

Sip*

Stop / Alloy
Ti6Al4V

Si,n"

Wzrost whasciwosei € ektroakceptor

TABELA 2. Potencjaty kontaktowe uktadu H,O -
biomateriat.
TABLRE 2. Contact potentials H,O - biomaterial.

Results

TABLE 2 gives the measured values of the contact po-
tential referred to the reference value which, according to
the Geneva Convention, was taken to be the potential of
the chinhydrone electrode.

The measured values show a pretty wide spread, which
can partially be attributed to the inaccuracies in the contact
areas and to the sensitivity of the measuring system to the
chemical state of the surface.

Conclusions

The experiments have shown that the material/water
contact potential greatly differs from one material to an-
other, and that it can be taken to be a characteristic param-
eter of the initial state of the implant/body-fluids system. By
comparing the contact potentials of biomaterials/water with
the potentials measured in contact with other electrolytes
(in corrosion measurements), we can anticipate which of
the adhesion phenomena that proceed at the electrodes
depend on the kind of the electrolyte alone.

Knowing that the contact potential of many body cells
and proteins in contact with physiological fluids is negative
[8], we can anticipate the bioactivity of implants by deter-
mining their contact potentials.
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POMIARY PLYNNOSCI

| MIKROLEPKOSCI
ELEMENTOW
MORFOTYCZNYCH KRWI
U OSOB ZE SZTUCZNA
ZASTAWKA SERCA

MARTA SzYLLER-TRACZ, |ZABELLA ZAKOWSKA,
KRrzyszToF JOZwIK

PoLITECHNIKA £6DzKA, INSTYTUT MASZYN PRZEPEYWOWYCH
ZESPOL APARATURY MEDYCZNEJ
uL. WoLczaNska 219/223, 93-005 topZ, PoLska

Streszczenie

Warstwa Nanokrystalicznego Diamentu (NCD) zosta-
ta wykorzystana w przypadku protez/urzadzen maja-
cych kontakt z komaorkami krwi (np.: sztuczne zastaw-
ki serca). Warstwy weglowe wykazujg dobre wiasci-
wosci biozgodnosci oraz hemozgodnosci.
W prezentowanych badaniach uzyta zostata technika
spektroskopii elektronowego rezonansu paramagne-
tycznego (EPR) do pomiardw ptynnosci i lepkosci wne-
trza elementéw morfotycznych, w szczeg6lnosci ery-
trocytéw. Parametry (opisujace ptynnos¢ lipidow bto-
nowych) zostaty okreslone na podstawie widm EPR.
Zmiany w ptynnosci lipidéw blonowych i lepkosci wne-
trza krwinek czerwonych zostaty zbadane przy pomo-
cy spektroskopii EPR przy uzyciu znacznikéw spino-
wych: trzech kwaséw ttuszczowych (kwasoéw 5-, 12-,
16-doksylostearynowych) oraz Tempaminy.
Celem niniejszej pracy byto przedstawienie metod
pomiaru parametrow krwinek czerwonych oraz opra-
cowanie statystyczne uzyskanych wynikéw. Prezen-
towane metody moga zosta¢ uzyte do zbadania od-
dziatywan warstwy NCD z komdrkami krwi.
Przeptyw przez sztuczng zastawke serca jest zwig-
zany z wystepowaniem wiekszych wartosci naprezen
Scinajacych dziatajgcych na powierzchnie komérek
oraz w konsekwencji zmian w strukturze lipidéw i bia-
tek plazmatycznych. Zmiany w ptynnosci lipidéw bto-
nowych krwinek czerwonych (RBC) moga obnizac ich
deformacje oraz zwiekszac ich agregacje, a w kon-
sekwencji moga prowadzi¢ do zmian wtasciwosci re-
ologicznych krwi ludzkiej.

Stowa kluczowe: sztuczna zastawka serca (AHV),
krwinki czerwone (RBC), erytrocyty, ptynnos¢ lipidow
btonowych.

MEASUREMENTS

OF FLUIDITY AND
MICROVISCOSITY OF
MORPHOTIC ELEMENTS
OF PATIENTS WITH AN
ARTIFICIAL HEART VALVE

MARTA SzYLLER-TRACZ, |ZABELLA ZAKOWSKA,
KRrzyszTtor JoZAvik

TecHNICAL UNIVERSITY OF £6DZ, INSTITUTE OF TURBOMACHINERY
DivisioNn oF MEeDICAL APPARATUS
219/223 WoLczatska ST. 93-005 £6pZ, PoLand

Abstract

Nanocrystalline Diamond Coatings (NCD) have been
developed for blood cell contacting-implants/devices
(e.g. artificial heart valves). Carbon surfaces have
good biocompatibility and haemocompatibility.
In this study the technique of electron paramagnetic
resonance (EPR) spectroscopy was used for meas-
urements of fluidity and interanal viscosity of mor-
photic elements, especially erythrocytes. Parameters
(describing the membrane lipid fluidity) were deter-
mined using EPR spectra. Changes in the membrane
lipid fluidity and internal viscosity of red blood cells
were examined by means of EPR spectroscopy us-
ing spin labelled: three fatty acids (5-, 12-, 16-
doxylstearic acids) and Tempamine.
The aim of this study was to present the method of
measurements of red blood cells and the statistical
post-processing of the obtained results. These meth-
ods could be used to examine interactions between
a NCD layer and blood cells.
The blood flow through an artificial heart valve is con-
nected with high values of the shear stress as acting
on cell surfaces and, in consequence, by changes in
the structure of membrane of lipids and proteins.
Changes in plasma membranes of red blood cells
(RBC) can decrease their deformation and increase
their aggregation and, in consequence can lead to
alterations in the rheological properties of human
blood.

Key words: artificial heart valve (AHV), red blood
cells (RBC), erythrocytes, membrane lipid fluidity.



Wprowadzenie

W ostatnich latach na catym Swiecie, w centrum zain-
teresowan znajdujg sie nowe biomaterialy [1, 2]. Wegiel w
postaci warstwy diamentowej (nanokrystalicznego diamentu
-NCD) posiada atrakcyjne wtasciwosci w zastosowaniach
biomedycznych [3]. Powierzchnie implantéw medycznych,
wykonane z tych biomateriatéw, moga by¢ bardziej biozgod-
ne wobec organizmu cziowieka. Zastosowania nowych
warstw do implantéw (sztucznych zastawek serca) ma
wptyw na dlugo terminowe biologiczne oddziatywania z
tkankami je otaczajgcymi. Badania implantéw potwierdzi-
ty, iz biozgodnos$¢ implantu moze zosta¢ poprawiona po-
przez pokrycie go warstwg NCD (Nanokrystaliczny Proszek
Diamentowy posiada wtasciwosci antyutleniajgce wobec
osocza krwi) [4].

Gléwnym celem niniejszej pracy byto przedstawienie me-
tod pomiaru parametréw krwinek czerwonych oraz opra-
cowanie statystyczne uzyskanych wynikéw. Prezentowa-
ne metody moga zosta¢ uzyte do badania oddziatywan
warstwy NCD z komérkami krwi.

Sztuczna zastawka serca (AHV) kontroluje regulacje
przeptywu krwi w sercu. Przepltyw krwi przez sztuczng za-
stawke serca jest zwigzany jest z wystepowaniem wiek-
szych warto$ci naprezenh scinajacych dzialajacych na po-
wierzchnie komorek, kawitacja [5, 6, 7, 8] oraz procesami
zapalnymi [9, 10]. Znajomos¢ rozktadu predkosci oraz pola
cis$nienia otaczajgcego sztuczng zastawke serca umozli-
wia przewidywanie odksztatcert komérek krwi [11].

Ciagte oddziatywania pomiedzy sztuczng zastawka serca
(AHV) a elementami morfotycznymi krwi ludzkiej moga pro-
wadzi¢ do zmian w btonie plazmatycznej erytrocytow. W kon-
sekwencji procesy te mogg doprowadzi¢ do zmian w struktu-
rze lipidéw oraz biatek plazmatycznych. Zmiany w ptynnosci
lipidéw btonowych krwinek czerwonych (RBC) mogg wply-
wac naich deformacje oraz agregacje, aw konsekwencji pro-
wadzi¢ do zmian wtasciwosci reologicznych krwi.

W prezentowanych badaniach, technika spektroskopii
elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) zo-
stata uzyta do pomiaréw ptynnosci lipidéw btonowych oraz
lepkosci wnetrza erytrocytéw ludzkich, ktadac szczeg6ing
uwage na molekularny aspekt badan. Metoda ta jest opar-
ta na zmianach ksztattu linii widm EPR znacznikéw spino-
wych inkorporowanych do btony. Widma EPR charaktery-
zuja strukture blony plazmatycznej probki biologicznej.

Ptynnos¢ btony plazmatycznej odzwierciedla uporzad-
kowanie i dynamike tarcuchéw fosfolipiddw. Do okresle-
nia wptywu sztucznej zastawki serca na erytrocyty zostaty
uzyte trzy doksylostearynowe znaczniki spinowe: (kwasy
5-, 12-, 16-doksylostearynowy), réznigce sie potozeniem
grupy nitroksydowej wewnatrz warstwy oraz Tempamina.
Badania pozwolity uzyskac informacje na temat ptynnosci
lipidow btonowych w réznych regionach membrany [12, 13,
14]. Lepkos¢ wnetrza zostata okreslona przy pomocy Tem-
paminy przy uzyciu spektroskopii EPR. Podatno$¢ osmo-
tyczna zostata okreslona spektrofotometrycznie przy uzy-
ciu spektrofotometru UV/Vis (Ultospec 2000 firmy Amer-
sham Pharmacia Biotech).

Materiaty i metodyka

Preparatyka erytrocytow

Erytrocyty wyizolowano z prébek krwi uzyskanych od
pacjentow ze sztuczng zastawka serca oraz od os6b zdro-
wych. Przy doborze grupy os6b chorych brano pod uwage
réwniez badania laboratoryjne. Swiezo pobrana, heparyni-
zowang krew, odwirowywano i separowano erytrocyty.

Introduction

New biomaterials have been of great interest for re-
searches during past decades all over the world [1, 2].
Carbon in the form of a diamond coating (nanocrystalline
diamond -NCD) has attractive properties for biomedical
applications [3]. Surfaces of medical implants, which are
made of these biomaterials, could be biocompatible for
human body. Applications of the new coatings for implants
(artificial heart valves) have an influent on the long-term
biological interactions of implants with the surrounding tis-
sues. Implant investigations has proved that implant main
biomaterial biocompatibility can be improved by coating it
with a NCD layer (Nanocrystalline Diamond Powder has
antioxidant properties in the blood plasma) [4].

Methods of measurements of erythrocyte parameters
and the statistical post-processing of obtained results have
been presented and it has been the main aim of this study.
These methods could be used to examine the interactions
between the NCD layer and blood cells.

Artificial heart valve (AHV) controls blood flow in the heart.
The blood flow through the artificial heart valve is connected
with high values of the shear stresses acting on cell sur-
faces, cavitations [5, 6,7, 8] and inflammatory processes [9,
10]. The knowledge of the velocity distribution and the pres-
sure field in the artificial heart valve surroundings enables
one to predict a deformation of blood cells [11].

Permanent interactions between an artificial heart valve
and morphotic elements of human blood can lead to changes
in the plasma membrane of erythrocytes. These processes
in consequence can result in changes in the structure of
membrane lipids and proteins. The changes in the mem-
brane lipid fluidity of red blood cells (RBC) can effect their
deformation and aggregation, and in consequence, lead to
alterations in the rheological properties of blood.

In the presented study, the technique of electron para-
magnetic resonance (EPR) spectroscopy was used for
measurements of membrane lipid fluidity and viscosity of
human erythrocyte, especially focused on molecular as-
pects of the research. The method is based on changes in
the shape of EPR line-spectra of the spin probes incorpo-
rated to a membrane. These EPR spectra characterize the
structure of membranes of biological samples.

Fluidity of the plasma membrane corresponds to the
order and dynamics of phospholipid chains. Three
doxylstearate spin labelled (5-, 12- and 16-doxylstearic
acids), which differ in the location of nitroxide free radical
inside the layer and Tempamine were used for determina-
tion the influence of an artificial heart valve on erythrocytes.
This allowed one to obtain informations about the fluidity of
different regions of the membrane [12, 13, 14]. A viscosity
of the cell interior was measured using Tempamine, using
also EPR spectroscopy. The osmotic fragility was deter-
mined spectrophotometrically by means of UV/Visible
spectrophotometer (Ultospec 2000, Amersham Pharmacia
Biotech).

Materials and methods

Red blood cell preparation

Blood samples obtained from patients with artificial heart
valves and healthy donors were used to isolate red blood
cells. A group with AHV was also subject to standard labo-
ratory investigations. Fresh, heparinized blood of patients
and controls was sampled, centrifuged and RBC were sepa-
rated. Red blood cells were washed thrice using cooled
isotonic salt buffered solution (pH equal to 7.4).
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Krwinki czerwone przemywano trzykrotnie ozigbionym zbu-
forowanym roztworem soli fizjologicznej (PBS) (pH row-
nym 7,4).

Ocena ptynnosci lipidow btonowych

Ptynnos¢ lipidow btonowych (w catych komérkach) zo-
stata okreslona przy uzyciu trzech znakowanych kwaséw
tluszczowych (kwasy: 5-, 12-, 16-doksylostearynowe). Do
zawiesiny erytrocytow dodawano znacznik spinowy roz-
puszczony w etanolu i inkubowano przez 30 minut w tem-
peraturze pokojowej. Na podstawie widm znakowanych
kwasow ttuszczowych inkorporowanych do lipidéw btono-
wych krwinek czerwonych obliczano parametr (h.,/h,)
(gdzie: h,, oraz h, sg odpowiednio wysokos$ciami amplitud
niskopolowej oraz srodkowej linii widma) [14].

Lepkosc¢ wnetrza krwinek czerwonych

Lepkos¢ srodowiska wewnatrz erytrocytu obliczano
wedtug metody Morse'a [15] przy uzyciu Tempaminy (4-
amino-2,2,6,6-tetramethylpiperidino-1-oksyl) jako znacznika
spinowego. W celu wyeliminowania znacznika na zewnatrz
krwinek czerwonych pomiaréw dokonywano w 5 mol/m?
PBS z 80 mol/m?® roztworem zelazicjanku potasowego.
Lepkos¢ wnetrza komérki zostata okreslona poprzez po-
réwnanie ruchu znacznika spinowego w komérce do jego
ruchu w wodzie:

_ TC(RBC)

1)

H,0
Tc(H,0)

gdzie:
h - wspotczynnik lepkosci dynamicznej (wspoétczynnik tar-
cia wewnetrznego),
T rag) - rotacyjny czas korelacji wewnatrz erytrocytu,
T 20 - Fotacyjny czas korelacji w wodzie,
hypo - Wspétczynnik lepkosci dynamicznej wody w tempe-
raturze 293K.

Warto$¢ rotacyjnego czasu korelaciji (tc), odzwierciedla-
jacego ruch znacznika spinowego, zostata obliczona na
podstawie réwnania:

Ol h C
— -1C
h—l E

7. = kw @

gdzie:

t. - rotacyjny czas korelacji,

k = 6,5 10-10-stata,

w, - szerokos$c¢ srodkowej linii widma EPR,

h, - wysokos$c¢ srodkowej linii widma EPR,

h_, - wysoko$¢ wysokopolowej linii widma EPR.

Podatno$¢ osmotyczna krwinek czerwonych

Pomiary podatnosci osmotycznej zostaty wykonane do-
dajac zawiesine erytrocytéw do roztworéw zawierajacych
rézne stezenia NaCl. Absorbancja supernatantu w odnie-
sieniu do wody zostata okreslona spektrofotometrycznie
przy dtugosci fali 540 nm. Stopiern hemolizy erytrocytéw
zostat obliczony przy pomocy zaleznosci:

®)

Ho6 = 2% =20 41000
_ Av = A
gdzie:

H% - frakcja krwinek zhemolizowanych (procent hemoli-
zy).

A, - absorbancja supernantu poszczegolnych prébek,

A, - absorbancja supernantu dla stezenia 155 mol/m? NacCl,
A, - absorbancja supernantu po catkowitej hemolizie w
wodzie.

Evaluation of the membrane lipid fluidity

Membrane lipid fluidity (from whole cells) was determined
using three labelled fatty acids (5-, 12- and 16-doxylstearic
acids). A spin label dissolved in ethanol and incubated for
30 minutes at room temperature conditions was introduced
to erythrocyte suspension. On the basis of spectra of signed
fatty acids incorporated into lipids of erythrocyte membranes
the parameter (h,,/h,) (where h,, and h,are the heights of
amplitudes of low field and middle field lines of spectrum,
respectively) was calculated [14].

Viscosity of red blood cell interior

Intracellular viscosity of erythrocytes was determined
according to Morse method [15] using Tempamine (4-
amino-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl) as a spin label.
Owing to have the spin label eliminated outside the red
blood cell measurements were conducted in 80 mol/m?
potassium ferricyanide as a broadening agent in 5 mol/m?
phosphate buffer. The viscosity of the cell interior was de-
termined by means of a comparison of the motion of spin
label inside a cell and the motion of spin label in water:

7
- C(RBC) 77H20 (1)
Tc(H,0)
where:
h - coefficient of dynamic viscosity (the coefficient of inter-
nal friction),

T rec) - COrrelation rotating time parameter of Tempamine
in erythrocyte,
T 0) - COITelation rotating time parameter of Tempamine
in water,
h,,o - coefficient of dynamic viscosity of water at the tem-
perature 293K.

Values of correlation rotating time parameter (tc), which
reflect a motion of spin-label, were calculated according to
the following equation:

O h C
—= -1C
h, ¢

T. = kWO 2
where:

t, - correlation rotating time parameter,

k = 6,5 10-10- constant,

W, - width of the midfield EPR line spectrum,

h, - height of the midfield EPR line spectrum,

h_, -height of the high-field EPR line spectrum.

Osmotic fragility of red blood cells

Osmotic fragility measurements were done adding a red
blood cell suspension to solutions containing various con-
centrations of NaCl. The absorbance of supernatant with
respect to water was determined using spectrophotometry
at the wavelength equal to 540 nm. The ratio of haemoly-
sis was calculated on the basis of the following relation:

Ho6 = 2% =20+ 1000 &)
AN —

where:
H% - haemolysis expressed in percents,
A, - absorbance of supernatant of particular sample,
A, - absorbance of supernatant for 155 mol/m? concentra-
tion of NaCl,
A, - absorbance of supernatant after complete haemolysis
in water.

EPR measurements
EPR measurements were carried out at room tempera-
ture using Bruker ESP 300E (X-band) spectrometer.



Pomiary EPR

Pomiary EPR zostaly przeprowadzone w temperaturze
pokojowej na spektrometrze firmy Bruker ESP 300E (pra-
cujgcym w pasmie X).

Statystyczne opracowanie wynikéw

Istotnos¢ statystyczna w uzyskanych wynikach zostata
okreslona przy pomocy niesparowanego t-testu.

Wartos¢ doswiadczalng obliczano na podstawie wzoru:

X% nyny(ny + 1, - 2)
ty = - = p— 4
\/ (ny =2)s? +(n, ~2)s3 1772
gdzie:
ty - wartos¢ obliczona na podstawie danych dos$wiadczal-
nych

s,2, S,2 - wariancja préby 1 lub 2,
n,, N, - liczno$¢ préby 1 lub 2.

Wyniki i dyskusja

Badania krwinek czerwonych przeprowadzono przy uzy-
ciu spektroskopii elektronowego rezonansu paramagne-
tycznego (EPR). Uzyto trzech znakowanych kwasow
tluszczowych: kwas 5-, 12-, 16-doksylostearynowy (5-, 12-
oraz 16-DS), kt6re zostaty ulokowane na r6znych gteboko-
Sciach w warstwie lipidow btonowych erytrocytow.

U pacjentow ze sztuczng zastawka serca wartos¢ ptyn-
nosci lipidow btonowych byta znaczgco wyzsza dla doksy-
lowych pochodnych: 5-DS oraz 12-DS. Aby poréwnac ptyn-
nos¢ lipidéw btonowych krwinek czerwonych od pacjentow
z AHV z grupa ludzi zdrowych zostat obliczany parametr
(h.,/h,) (gdzie h,, oraz ho sg odpowiednio wysokosciami
niskopolowej oraz srodkowej linii widma) [16]. Parametr ten
jest na wpét ilosciowym okresleniem pomiaréw elastycz-
nosci fancucha acylowego i odpowiada mikrolepkosci $ro-
dowiska. Obserwowano wzrost parametru h,,/hy w krwin-
kach czerwonych pochodzacych od pacjentéw z AHV.
Wzrost tego parametru odzwierciedla wzrost ptynnosci li-
pidéw btonowych w réznych regionach warstwy lipidowej.

Na RYSUNKU 1 pokazano istotne statystycznie zmiany
w ptynnosci lipiddw btonowych u 0s6b ze sztuczng zastawka
serca dla kwasu 5-doksylostearynowego w poréwnaniu z
grupg kontrolng (RYS. 1).

Zaobserwowano statystycznie istotny wzrost badanego
parametru w hydrofobowym regionie btony erytrocytéw po-
chodzacych od 0s6b z AHV w poréwnaniu z grupa kontro-
Ing (RYS. 2).

Obserwowano znaczacy statystycznie spadek ptynno-
Sci lipidow btonowych dla 16-DS (RYS. 3) [14].

Jakkolwiek, statystycznie istotny wzrost ptynnosci lipi-
dow btonowych byt obserwowany tylko dla kwaséw 5- i 12-
doksylostearynowego. Wyniki te moga wskazywac na utle-
nianie lipidéw i/lub utlenianie biatek w btonie eytrocytarne;.
Podobne rezultaty zostaty obserwowane (wzrost w ptyn-
nosci lipidow btonowych) po interakcji t-butylowodoronad-
tlenku z erytrocytami [17, 18].

Lepkos¢ wnetrza byta znaczaco wyzsza w erytrocytach
pochodzacych od oséb z AHV (p < 0,05) (RYS. 4).

Wzrost lepkosci wnetrza erytrocytéw pochodzacych od

ludzi z AHV wskazuje na zmiany w sktadowych biatek cy-
tozolowych. Badania pokazujg wzrost podatnosci osmo-
tycznej RBC u os6b chorych (RYS. 5).
Wydaje sie, ze wieksza ptynnos¢ lipidéw btonowych ery-
trocytdw moze prowadzi¢ do utatwionej odksztatcalnosci
tych komérek w krazeniu podczas ich przeptywu przez na-
czynia u pacjentéw z AHV.

Statistical analysis

The statistical significance of obtained results was de-
termined using unpaired t-test. The experimental value was
calculated on the basis of equation:

X = X,| J nn,(n, +n, —2)

V-1t +(n, -2)s3 V- e

td:

@

where:

t, - value calculated on the basis of the experimental data
set,

s,2, S, - variances of the probe 1 and 2, respectively,

n,, n, - the number of elements in the group 1 and 2, re-
spectively.

Results and discussion

Red blood cells were investigated by means of electron
paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy. RBC lipid
membrane fluidity was determined. Three labelled fatty
acids: 5-, 12-, 16-doksylstearic acid (5-, 12- and 16-DS),
which were located at different depths in the lipid layer of
the erythrocytes, were used.

The lipid membrane fluidity was higher for AHV patients
as indicated by doxylderivatives 5-DS and 12-DS. For com-
parison of lipid membrane fluidity of healthy and AHV red
blood cells the spectral parameter h,,/h, (where h,, and h,
are the heights of low-field line and middle line of the spec-
tra, respectively) was calculated [16]. This parameter is a
semiquantitative in the measurements of acyl chain flex-
ibility corresponding to microviscosity of the environment.
The increase in the h,,/h, parameter in red blood cells of
AHV patients was observed. The increase of this param-
eter corresponds to the increase of lipid membrane fluidity
at different regions of the lipid layer.

The statistically significant changes in RBC plasma mem-
brane lipid fluidity of patients with artificial heart valve for 5-
doxylstearic acid in comparison with controls are presented
in FIG. 1.

One can observe a significant increase in examined pa-
rameter in hydrophobic regions of AHV RBC membranes
in comparison with controls (FIG. 2).

A significant decrease in the lipid membrane fluidity for
16-DS is visible (FIG. 3) [14].

However, a significant increase in membrane lipid fluid-
ity was observed only for 5- and 12-doxylstearic acid. These
results can point out lipid peroxidation and/or protein oxi-
dation in erythrocyte membranes. Similar results (increase
in lipid membrane fluidity) were observed after interactions
t-butylhydroperoxide and erythrocytes [17,18].

The viscosity of erythrocyte interior was significantly
higher for artificial heart valve (AHV) patients (p < 0.05)
(FIG. 4).

The increase in viscosity of RBC interior of AHV patients
indicates changes in cytosol protein components.

Results show also a significant increase in osmotic fra-
gility of red blood cells of AHV patients (FIG. 5).

It seems, that higher membrane fluidity of erythrocytes
can lead to simplified deformation of these cells in micro-
circulation during their flow in AHV patient vessels.

Above discussed results suggest, that mechanical heart
valves affect red blood cell plasma membrane properties
and can induce erythrocytes deformation and aggregation
and, in consequence, alteration in their rheological proper-
ties.

Observed changes in examined parameters can be asso-
ciated with artificial heart valve implantation and/or with an
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RYS. 1. Ptynnos¢ lipidéw btonowych (5-DS) w
grupie kontrolnej oraz u pacjentéw z AHV (p <
0,001).

FIG. 1. Fluidity of plasma membrane (5-DS) of
control and artificial heart valve (AHV) patients
(p <0.001).
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RYS. 3. Plynnos¢ lipidéw btonowych (16-DS) w
grupie kontrolnej oraz u pacjentéw z AHV (p <
0,05).

FIG. 3. Fluidity of plasma membrane (16-DS) of
control and artificial heart valve (AHV) patients
(p < 0.05).
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RYS. 4. Lepkos¢ wnetrza (h) wewnatrz
erytrocytow pochodzacych od pacjentow ze
sztuczna zastawka serca w poréwnaniu z grupg
kontrolng (p < 0,002).

FIG. 4. Viscosity (h) of erythrocyte interior of
artificial heart valve patients in comparison with
these of control group (p < 0.002).

Powyzsze wyniki sugeruja, iz mechaniczna zastawka
serca wptywa na whlasciwosci btony plazmatycznej erytro-
cytéw oraz moze powodowac ich deformacje oraz agrega-
cje, a w konsekwencji zmiany w wtasciwosci reologicznych
tych komorek.

Obserwowane zmiany w badanych parametrach moga

RYS. 2. Parametr h_ ,/h w erytrocytach dla 12-DS
w grupie kontrolnej oraz u pacjentéw z AHV (p <
0,002).

FIG. 2. The h, /h, ratio of red blood cells for 12-
DS of control and artificial heart valve (AHV)
patients (p < 0.002).

interaction of pharmacotherapy. The influence of a treat-
ment on erythrocytes in will be investigated in future re-
searches.

Conclusions

1. The statistically significant increase in RBC plasma mem-
brane lipid fluidity of patients with artificial heart valve for 5-
DS (p< 0,001) and 12-DS (p < 0.002) was revealed.

2. For 16-DS in hydrophobic region of lipid layer, a signifi-
cant decrease in membrane lipid fluidity of RBC of AHV
patients was observed (p < 0.05).

3. The viscosity of erythrocyte interior was higher for artifi-
cial heart valve (AHV) patients (p < 0.05).

4. The erythrocytes of AHV patients have higher osmotic
fragility in comparison with control group (p < 0.05).
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Streszczenie

Nanokrystaliczny diament (NCD) przejawia szereg
interesujacych whasciwosci. Niektore z nich moga by¢
atrakcyjne w zastosowaniach biomedycznych. Niniej-
sze opracowanie dotyczy badan nad anty-oksydacyj-
nymi wiasciwosciami NCD, jego tombozgodnoscia
oraz odpornoscig na powstawanie biofilmu. Badania
zrealizowano stosujac nastepujace metody:

1. Obserwacja luminolo-zaleznej luminescencji, wy-
wotywanej przez reaktywng forme tlenu (kwas pod-
chlorawy) generowana przez chloramine T w osoczu
krwi, w obecnosci proszkéw diamentowych. Intensyw-
nos¢ mierzonej luminescencji jest wprost proporcjo-
nalna do ilosci reaktywnych form tlenu w badanym
ukladzie. Stwierdzono, ze obecnos¢ proszkéw dia-
mentowych znamiennie i w sposéb zalezny od ich
koncentracji wplywata na obnizenie ilosci kwasu pod-
chlorawego.

2. Obserwacja adhezji ptytek krwi do badanych po-
wierzchni z uzyciem skaningowego mikroskopu elek-
tronowego. Wykazano, ze ptytki krwi tylko w niewiel-
kiej ilosci, w poréwnaniu z powierzchnig stali medycz-
nej, przylegaty do powierzchni NCD. Jednak skazy
powierzchni NCD byly miejscem intensywnej adhezji
plytek krwi.

3. Obserwacja zasiedlania badanych powierzchni
przez komérki E.coli, z zastosowaniem mikroskopu
fluorescencyjnego. Pokazano, ze bakterie najchetniej
kolonizowaty powierzchnie stali medycznej 316L.
Znacznie stabiej powierzchnie stopu tytanu Ti6AI4V.
Najbardziej oporna na kolonizacje komérkami E.coli
byta powierzchnia NCD. Uzyskane wyniki wskazujg
réwniez na wzrost podatnosci na kolonizacje przez
mikroby powierzchni optaszczonej biatkami.

Wstep

Powierzchnia implantu kontaktujgca sie z ptynami ustro-
jowymi jest miejscem wielu waznych i czesto nie do konca
poznanych proceséw. Dla przyktadu, korozja metalu pro-
wadzi do gromadzenia sie jondw metalu w otaczajgcej tkan-
ce, co czasami moze by¢ wysoce toksyczne. Z drugiej stro-
ny korozja moze przyczyniac sie do utraty mechanicznych
wihasciwosci implantu. Niepozgdane odktadanie sie biatek
oraz adhezja komérek do powierzchni implantu przezna-
czonego do kontaktu z krwig moze prowadzi¢ do stopnio-
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Abstract

Nanocrystalline diamond (NCD) exhibits several in-
teresting properties. Some of them can be attractive
in biomedical applications. This study concerns of
research on anti-oxidative properties of NCD, its
thrombocompatibility, as well as its resistance to bac-
terial biofilm formation. Results were obtained using
following methods:

1. Observation of luminol-depend luminescence
caused by reactive oxygen species (hypochlorous
acid) generated by chloramine T in blood plasma, in
the presence of diamond powders. The intensity of
measured luminescence is directly proportional to the
amount of reactive oxygen species in the system. We
have found, that presence of diamond powder parti-
cles (DPP) significantly and concentration-depend-
ently causes decrease in hypochlorous acid amount.
2. Observation of platelets adhesion to examined sur-
face with use of scanning electron microscopy (SEM).
It was proved, that blood platelets adhered to NCD
surface only in a very small amount when compared
to medical steel surface. However, defects of the NCD
surface were the place of intensive platelet adhesion.
3. Observation of colonization of examined surfaces
by E.coli cells, was performed with use of fluores-
cence microscope. It was shown that bacteria colo-
nized predominantly medical steel 316 L surface
whereas titanium alloy Ti6Al4V surface was colo-
nized considerably less. NCD surface was the most
resistant to E.coli cells colonization. The received
results also point higher susceptibility to microbial
colonization of surface coated by proteins.

Key words: nanocrystalline diamond, diamond
powders, reactive oxygen species, antioxidant, plate-
let adhesion, microbial colonization, biofilm

Introduction

An implant surface allowed for contact with body fluids
is a place of numerous important but often underestimated
processes. For example, a metal corrosion leads to depo-
sition of the metal ions in the surrounding tissue, and it
sometimes can be extremely toxic. On the other hand, cor-
rosion can cause loss of mechanical features of implant.
Deposition of proteins and cell adhesion to the implant sur-
face, predicted for contact with blood, is unwelcome and



wego ograniczania jego roli az do catkowitej utraty jego
funkcji. Podatno$¢ powierzchni implantu na kolonizacje
przez mikroorganizmy jest wysoce niepozgadana i moze by¢
przyczyna groznych infekcji. Nawet bardzo starannie przy-
gotowana i sterylna powierzchnia implantu, jezeli jest przy-
jazna dla mikroorganizméw, moze by¢ przez nie skoloni-
zowana. Ukryte w warstwie biofilmu oportunistyczne mi-
kroorganizmy moga by¢ nieosiggalne dla uktadu immuno-
logicznego i moga stac sie odporne na srodki farmakolo-
giczne stanowigc jednoczes$nie zrddto toksycznych substan-
cji i potencjalne zagrozenie masywna infekcjg. Powszech-
nie uwazane jako najbardziej biozgodne sg materiaty wy-
twarzane na bazie stopéw tytanu oraz materialy ceramicz-
ne. Jednak i one nie sg wolne od wad. Wydaje sie, ze po-
wierzchniowe modyfikowanie materiatbw metalicznych
moze dostarczy¢ materiatéw wysoce biozgodnych, dobrze
tolerowanych przez organizm biorcy oraz wykazujgcych te
cechy, ktére sg odpowiednie dla danej grupy implantow.
Ostatnio uwaga nasza skupiona byta na badaniu warstw
nanokrystalicznego diamentu (NCD) zsyntetyzowanych na
powierzchniach metali. Warstwa NCD wytwarzana byta w
reaktorze prézniowym metodg RF CVD. Metoda ta (1) jest
obecnie stosowana do modyfikacji powierzchni metali. Ana-
liza strukturalna i chemiczna warstw weglowych wytworzo-
nych tg metoda pokazuje obecnos¢ warstwy nanokrysta-
licznego diamentu (96% czystego diamentu) a pozostatg
czes¢ stanowig alotropowe formy wegla. Warstwa NCD
wykazuje bardzo obiecujace wtasnosci mechaniczne i jest
dobrze tolerowana przez organizm biorcy (2), wykazuje
pozytywne cechy w kontakcie z krwig (3) dodatkowo uka-
zujgc swe antyoksydacyjne wtasciwosci (4). Prezentowa-
ne ponizej wyniki ukazujg oporno$¢ warstwy NCD na ad-
hezje ptytek krwi oraz na kolonizacje mikrobiologiczna.
Potwierdzajg rowniez wczesniej opisane dziatanie antyok-
sydacyjne (4).

Materiaty i metody

Materiat biologiczny

Krew pobierano od zdrowych dawcéw, nie przyjmuja-
cych w okresie co najmniej dwoch tygodni przed badaniem
zadnych lekéw. Wszyscy dawcy byli poinformowani o ce-
lach prowadzonych badan i wyrazili zgode na oddanie krwi.
Jako antykoagulantu uzyto cytrynianu sodowego w kornco-
wym stezeniu 3,8%. Osocze ubogoptytkowe uzyskiwano z
krwi cytrynianowej poprzez wirowanie 1000xg, 10 minut w
temperaturze pokojowej. Uzyskane osocze byto porcjowa-
ne i przechowywane w temperaturze -70°C. Aby ograni-
czy¢ przypadkowe straty fibrynogenu, osocze rozmrazane
byto przed uzyciem w temp. 37°C, bez mieszania.
Komorki bakteryjne E. coli (szczep K12) pochodzity z In-
stytutu Biologii Molekularnej Uniwersytetu £.6dzkiego.

Odczynniki chemiczne
Wszystkie odczynniki chemiczne zastosowane w bada-
niach kupiono od firmy SIGMA-ALDRICH.

Proszki diamentowe

Proszki diamentowe uzyskane zostaly w Zaktadzie In-
zynierii Biomedycznej Wydzialu Mechanicznego Pt pod-
czas procesu wytwarzania nanokrystalicznych warstw dia-
mentowych metode RF CVPD.

Przygotowanie probek

Probki w ksztatcie krazkéw o $rednicy 8 mm i grubosci 2
mm wykonane zostaly ze stali medycznej (316L) i stopu
tytanu (Ti6Al4V). Przygotowane zostaty przez obrébke skra-
waniem (toczenie), nastepnie polerowane mechanicznie i
elektrochemicznie. Na niektére probki wykonane ze stali
medycznej naniesiono warstwe NCD wykorzystujgc meto-

can lead to a gradual reduction of the implant function, up
to a total loss of an expected benefits. A susceptibility of an
implant surface to bacterial colonization is essentially un-
welcome and can be a reason of dangerous infections. Even
very carefully prepared and sterilized implant surface, if
friendly for microbes, can be colonized by them. The op-
portunistic microbes, hidden in a biofilm layer, can be not
attained for immunological system and can also be resist-
ant to pharmacological agents. It becomes a source of toxic
substances and make a potential risk of massive infection.
Titanium alloys and ceramic materials are generally ac-
cepted as the most biocompatible. However, they are not
free from faults. It seems, that modified metallic surface
can give us highly biocompatible materials, well tolerated
by a recipient body, and wearing properties suitable for
given implant. Our recent effort was focused on examina-
tion of nanocrystalline diamond (NCD) layers synthesized
on a metal surfaces. NCD layer was formed in a vacuum
reactor chamber by a radio frequency plasma activated
chemical vapor decomposition (RF PCVD) method (1).
Structural and chemical analysis of carbon coating, pro-
duced by this method, revealed the presence of
nanocrystalline diamond (96% pure diamond), apart from
other allotropic carbon forms. NCD coating exhibits very
promising mechanical features and is very well tolerated
by a recipient body (2), exhibits positive features in contact
with blood (3), and additionally showing its anti-oxidative
properties (4). The results presented below show resist-
ance of NCD surface to platelet adhesion and microbial
colonization, and also proved earlier described anti-
oxidative properties (4).

Materials and methods

Biological material

Blood was taken from healthy donors, who had abstained
from any medicines for at least two weeks before the ex-
amination. All donors were informed about aims of con-
ducted research and gave assent for blood collection. So-
dium citrate was used as an anticoagulant in final concen-
tration 3,8 %. Platelet poor plasma (PPP) was obtained
from citrated blood by centrifugation at 1000xg, for 10 min-
utes at room temperature. The PPP was portioned and
stored at -74°C, in order to reduce an accidental loss of
fibrinogen, plasma was defrozen at 37°C just before its use.
E.coli cells (strain K12) were from Department of Molecu-
lar Biophysics, University of Lodz.

Chemical reagents
All chemical reagents, used in this research, were pur-
chase from SIGMA-ALDRICH.

Diamond powders

Diamond powders (DPP) were obtained in the Institute
of Biomedical Engineering, Mechanical Department, Tech-
nical University of Lodz, during production of nanocrystalline
diamond layer by RF PCVD method.

Sample preparation

Samples, disc-shape of 8 mm diameter and of 2 mm
thickness, were made of stainless steel 316 L or titanium
alloy Ti6Al4V. The discs were prepared using machining
procedures. Stainless steel samples were then mechani-
cally and electrochemically polished. Same samples made
of medical steel were subjected with NCD by RF PCVD
method.

Effect of DPP presence on blood plasma luminescense

Diamond powder suspension was prepared for 24 hours
before the experiment. The powder was suspended in PBS
buffer (140 mM NacCl in 0.2 M phosphate buffer, pH 7.4), in
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Efekt obecnos$ci proszkéw diamentowych na lumine-
scencje osocza

Na 24 godziny przed doswiadczeniem przygotowano
zawiesing proszku diamentowego w buforze PBS (140 mM
NaCl w 0,2 M buforze fosforanowym, pH 7,4), wilosci 1 g
proszku na 1 ml buforu.

Badania przeprowadzono w 96 studzienkowej ptasko-
dennej mikroptytce (NUNCK). Do studzienek dodawano:
25 ul ubogoptytkowego osocza krwi, 10 ul chloraminy T (4
mM) oraz odpowiednig ilos¢ proszku diamentowego: 0,
0,001, 0,025, 0,5, 0,1 mg. Cato$¢ uzupetniano do objetosci
210 ul buforem PBS. Bezposrednio przed rozpoczeciem
pomiaru dodawano 20 pl luminolu. Dodatkowo wykonywa-
ne byly dwie kontrole nie zawierajace proszku diamento-
wego. Ponadto kontrola | nie zawierata chloraminy T, a
kontrola druga nie zawierata osocza. Pomiaru intensywno-
Sci luminescencji dokonywano co 3 minuty, w temperatu-
rze 37°C, w czasie 20 minut, korzystajac z wielofunkcyjne-
go czytnika mikroptytek VICTOR 1420 (WALLAC) w Za-
kltadzie Biofizyki Molekularnej i Medycznej Uniwersytetu
Medycznego w todzi. Kazdy badany proszek analizowany
byt w trzech powtdrzeniach.

Ocena podatnosci powierzchni na adhezje ptytek krwi

Prébki wykonane ze stali medycznej, oraz te pokryte
warstwg NCD, preinkubowane byly w obecnosci osocza
ubogoptytkowego przez 12 godzin w 4°C. Nastepnie byty
dokfadnie ptukane w buforze PBS i poddane kontaktowi z
cytrynianowg krwig ludzka w ciggu 1godziny. W tym cza-
sie probki byty delikatnie mieszane. Kazda prébka inkubo-
wana byta osobno. Po zakorczeniu inkubacji probki do-
ktadnie obmywano PBS-em a nastepnie utrwalano w 3%
glutaraldehydzie (w PBS) w czasie 1 godziny wtemp. 4°C.
Utrwalone prébki odwadniane byty w rosngcym stezeniu
etanolu i suszone w strumieniu powietrza. W koricowym
etapie preparatyki prébki pokryto 20 nm warstwag ztota (w
napylarce JEE - 4 X Jeol). Do analizy powierzchni prébek
zastosowano skaningowy mikroskop elektronowy HITACHI
S - 3000N, bedacy wtasnoscia Instytutu Inzynierii Materia-
towej Politechniki Lédzkiej. Obserwacje prowadzono przy
napieciu 5 kV. Uzyskane obrazy gromadzone byty w pa-
mieci komputera w celu ich poréwnawczej analizy.

Ocena opornosci powierzchni na kolonizacje przez
komorki E.coli

Kazda z prébek umieszczona zostata w oddzielnym
pojemniku i zanurzona w pozywce o sktadzie: NaCl (1%),
baktopepton (1%), ekstrakt drozdzowy (0,5%), pH7,0. Do
pozywki dodano komérki E.coli (2710%ml) i prowadzono
hodowle przez 3 dni w temp 28°C, z delikatnym miesza-
niem. W odrebnej czesci eksperymentu prébki byty podda-
ne dziataniu roztworu albuminy wotowej (BSA) (10 mg/ml)
lub osocza krwi ubogo ptytkowego (PPP) w czasie 24go-
dzin. Po przemyciu woda destylowang probki te traktowa-
no jak powyzej. Po ukoriczeniu hodowli probki byty doktad-
nie przemywane wodg destylowang i poddane znakowa-
niu fluorescencyjnemu.. Na powierzchnie kazdej z prébek
nanoszono 20ml roztworu znacznika bis-benzidiny (100 ug/
ml) i pozwolono na jego wnikniecie do wnetrza komoérek
(10 min. 28°C) chronigc prébki od Swiatta. Znacznik we
wnetrzu komorek wigzat sie z dwuniciowg formg DNA i tyl-
ko w tej formie byt fluorescencyjnie aktywny. Fluorescen-
cyjnie znakowane prébki poddano obserwacji przy pomo-
cy fluorescencyjnego mikroskopu TE 200 (Nikon) w Insty-
tucie Biofizyki Uniwersytetu £6dzkiego w todzi. Obrazy
fluorescencyjne rejestrowane byly przy pomocy cyfrowego
aparatu fotograficznego a nastepnie analizowane w celu
okreslenia liczhy komérek E.coli zasiedlajgcych badang

the amount of 1 g of DPP per 1 ml of buffer. Study was
performed in flat-bottom 96 wells microplate (NUNCK). To
each well there was added 25 ml of platelet poor plasma,
10 ml of chloramine T (4 mM) and appropriate amount of
diamond powder: 0, 0.001, 0.025, 0.5, 0.1 mg. Wells were
then filled up with PBS to volme of 230 ml with PBS. Imme-
diately before measurement 20ml of luminol was added.
Two control samples, free from diamond powder, were in-
cluded. The first one did not contain chloramine T, whereas
the second one did not contain plasma. Measurement of
luminescence intensity was taken every third minute at tem-
perature of 37°C, within 20 minutes, with use of multipur-
pose microplate reader VICTOR 1420 (WALLAC). The in-
strument was available for us in Department of Molecular
and Medical Biophysics, Medical University of Lodz. Each
sample of diamond powder was analyzed in triplicate.

Evaluation of susceptibility to platelet adhesion

Samples made of medical steel and these coated with
NCD were preincubated in platelet poor plasma for 12 h at
4° C. After that, the samples were washed with phosphate
buffer and exposed to contact with citrated whole human
blood for 1 h. During this exposition samples were gentle
mixed. Each sample was incubated separately. The sam-
ples, after contact with blood, were washed with PBS, and
fixed for 1 h at 4°C with 3% glutaraldehyde in PBS. The
fixed samples were then dehydrated with gradient series
of ethanol and air-dried. Finally samples were coated with
20 nm thick gold film in a sputtering apparatus (JEE - 4 X
Jeol). HITACHI S - 3000N scanning electron microscope,
which is owned by Institute of Material Sciences and Engi-
neering, Technical University of Lodz, was used to exam-
ine of the specimens. Observations were made at a volt-
age of 5 kV. Pictures were collected in computer memory
for further comparative analysis.

Resistance of surface to bacterial colonization

Every sample was placed into a separate container and
submerged in medium containing NaCl (1%), bactopeptone
(1%) and yeast extract (0,5%), pH 7,0. A low count of E.coli
cells (2~ 10%per ml) was added into the medium and incu-
bation was continued for 3 days at 28°C, with gentle mix-
ing. In a separate set of experiments samples were
pretreated with bovine serum albumin (BSA) (10 mg/ml),
or human platelet poor plasma (PPP), for twenty four hours.
After that, samples were extensively washed out, with dis-
tiled water, and then were subjected to the same treat-
ment as described above. The incubation was finished by
extensive washing of samples with distilled water. Then
samples were flourescently labeled by administration of
20ml of a fluorescent marker solution bis-benzidine (100/
png/ml) onto each sample surface. The day was allowed to
penetrate inwards cells (10 min. 28°C), in the dark. The
fluorescent marker in cell interior was assimilated by dou-
ble-strand DNA and in this form was fluorescently active.
Finally, bacterial cells present at the sample surface were
detected with the fluorescence microscope (Nikon TE 200)
in the Department of Molecular Biophysics, University of
Lodz. The pictures were documented with a CCD camera
and were subjected into further analysis of quantity of E.coli
cells present at the samples surface. The results from three
independent experiments were statistically evaluated us-
ing the F-Snedecor test followed by the t-Student test.

Results and discussion

Any material designed for implants production must rig-
orously fulfill definite conditions. In the first-order it has to
be non-toxic for recipient body. It can not interfere with com-



powierzchnie. Wyniki uzyskane z trzech niezaleznych do-
Swiadczen poddano ocenie statystycznej przy uzyciu testu
F-Snedecor'a oraz testu t-Studenta.

Wyniki i dyskusja

Materiat przeznaczony do wytwarzania implantéw musi
rygorystycznie spetnia¢ okreslone warunki. W pierwszym
rzedzie musi by¢ nietoksyczny dla organizmu biorcy nie
moze interferowaé z powszechnie uzywanymi srodkami
farmakologicznymi a jego obecnos$¢ musi by¢ dobrze tole-
rowana przez organizm biorcy. Ogoélnie méwi sie wtedy, ze
dany materiat jest biozgodny i dobrze biotolerowany. Jed-
nak w zaleznos$ci od specyficznych warunkéw w jakich ma
pracowac implant narzucane sg dodatkowe warunki, kto-
rych spetienie jest niezbedne z punktu widzenia otaczaja-
cych tkanek. Implanty kostne, przeznaczone do obrasta-
nia tkanka kostng, musza mie¢ odpowiednio przygotowa-
ng powierzchnie umozliwiajgca dobrg adhezje komorek krwi
i wtasciwy rozwoj osteoblastow. Z kolei implanty przezna-
czone do kontaktu z krwig musza charakteryzowac sie bar-
dzo niskg podatnosciag na przyleganie komarek krwi i bra-
kiem aktywacji uktadu krzepniecia i fibrynolizy. Pogodze-
nie tak przeciwstawnych oczekiwan w jednym idealnym
materiale jest niemozliwe. Dlatego tez coraz czesciej dazy
sie do ukierunkowanej modyfikacji powierzchniimplantu w
celu osiggniecia specyficznych jego cech. Wytwarzanie
warstw nanokrystalicznego wegla na metalicznych mate-
riatach wydaje sie by¢ wtasciwym krokiem w kierunku uzy-
skania materiatu przyjaznego kontaktowi z krwig. Warstwa
NCD charakteryzuje sie bardzo dobrymi parametrami me-
chanicznymi, ogranicza procesy korozyjne i wykazuje ko-
rzystng aktywnos$c¢ biologiczng (4).

Osocze krwi ludzkiej sktada sie z biatek i sktadnikow
mineralnych rozpuszczonych w wodzie oraz rozproszonych
tam sktadnikdw ttuszczowych. Jest to miejsce bardzo in-
tensywnie zachodzacych proceséw biochemicznych, wtym
powstawania i dezaktywacji wolnych rodnikéw i reaktyw-
nych form tlenu. Te wysoce aktywne chemicznie czastecz-
ki, jesli pozostajg zbyt dlugo w kontakcie z aktywnymi bio-
logicznie makroczasteczkami, sg przyczyna niezliczonych
chemicznych modyfikacji tych makroczgsteczek skutkuja-
cych zmianami w ich aktywnosci biologicznej. W przepro-
wadzonym doswiadczeniu wykorzystano model zaleznej
od luminolu luminescenciji, ktérej intensywnos¢ jest propor-
cjonalna do ilosci aktywnej formy tlenu - kwasu podchlora-
wego, generowanego przez zewnetrznie dodang chlora-
mine T. Nasze badania wykazaly, ze obecnos¢ proszkéw
diamentowych w osoczu ludzkim przyczynia sie do usuwa-
nia tego silnego oksydanta. RYS.1 przedstawia wyniki po-
miaru intensywnosci luminescencji w funkcji koncentraciji
proszku diamentowego w osoczu. Nalezy jednak zauwa-
zy¢€, ze sposrod przebadanych proszkéw niektére nie prze-
jawiaty tej cechy lub ich dziatanie byto znacznie stabsze.
Na obecnym etapie badar nie potrafimy wskazac ani przy-
czyny aktywnosci proszkéw w usuwaniu oksydantéw, ani
tez cechy proszku determinujacej jego antyoksydacyjne
wihasciwosci.

Adhezja ptytek krwi do powierzchni implantu posredni-
czona jest przez adhezywne biatka osocza krwi. Preinku-
bacja prébek stali medycznej i stali medycznej pokrytej
warstwa NCD w osoczu ubogoptytkowym sprzyjata odkta-
daniu sie biatek na powierzchniach. Nastepujacy po tym
etapie krétkotrwaly kontakt z petng krwig skutkowat adhe-
zjg ptytek krwi do badanych powierzchni. Jak wynika z
przedstawionych przyktadowych fotografii ze skaningowe-
go mikroskopu elektronowego (RYS. 2), plytki krwi spora-
dycznie przylegaty do powierzchni NCD, natomiast w du-

monly administered drugs and has to be tolerated by a re-
cipient body well. Generally one can say then, that mate-
rial is biocompatible and well exhibits high biotolerance.
However in dependence on particular circumstances, in
which implant has to work, additional conditions must be
fulfilled in contact with surrounding tissue. Bone implants,
designed to integrate with bone tissue, have to be prepared
for enabling good adhesion of blood cells and proper growth
of osteoblasts. On the other hand, implants designed for
contact with blood have to be characterized by very low
susceptibility to blood cells adhesion and lack of activation
of thrombosis and fibrynolisis. Reconciliation so opposed
expectations in one ideal material is impossible. Therefore
present strategies are more and more often oriented to
modification of implant surface in aim of achievement its
specific needs. Production of nanocrystalline carbon lay-
ers on metallic materials seems to be proper step in a di-
rection of obtaining of material friendly for contact with blood.
NCD layer is characterized by very good mechanical pa-
rameters, limits of corrosion and it also shows profitable
bioactivity (4).

Plasma of human blood consists of proteins, mineral
components dissolved in water and dispersed aliphatic com-
ponents. This is the place of very intense biochemical proc-
esses, between others formation and deactivation of free
radicals and reactive oxygen species occur there. If these
chemically extremely active molecules stay in too long con-
tact with biologically active macromolecules, they cause
innumerable chemical modifications of these macromol-
ecules. In conducted experiments we have used the luminol
dependent luminescence model, where the intensity of lu-
minescence is proportional to quantity of reactive oxygen
species - the hypochlorous acid, generated by the added
chloramin T. Investigation shows that the presence of dia-
mond powders in human plasma contributes to remove this
strong oxidant.

FIGURE 1 presents results of measured luminescence
intensity in plasma as a function of amount of DPP. It is
worth to note, that some of examined DPP did not manifest
these properties or their effect was considerably weaker.
The present stage of investigation do not allow us to indi-
cate neither the reason of various activity nor mechanisms
of anti-oxidative property of DPP.

Platelet adhesion to implant surface is mediated by ad-
hesive proteins of blood plasma. Preinkubation of samples
with platelet poor plasma causes accumulation of proteins
on the surfaces. Following this stage, short contact with
whole citrated blood resulted in adhesion of blood platelets
to the studied surfaces. As itis seen in FIGURE 2 pictures
obtained with scanning electron microscope depict rarely
adhered platelet to NCD surface, whereas large number of
platelets was found on medical steel surface. The only ex-
ception was found on damaged fragment of NCD surface,
where different blood cells was found.

A susceptibility of surfaces of examined materials to mi-
crobial colonization and biofilm formation should be seri-
ously considered during the procedure of implant design
and production. If not, opportunistic microorganisms,
present in a very limited number in recipient’s body, could
colonize the implant surface. It is extremely difficult to de-
stroy a bofilm structure and fight down microbes present
therein. Very often implant with surface-present biofilm has
to be removed or exchanged. In our hands medical steel
(316L), titanium alloy (Ti6Al4V) and medical steel coated
NCD layer showed various susceptibility to E.coli cells colo-
nization. As it is shown in FIGURE 3, the most susceptible
to bacterial colonization was medical steel. Considerably
less susceptible was titanium alloy whereas the highest re-
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luminescence [PCS

zej liczbie byty znajdowane na powierzchni stali medycz-
nej. Wyjatek stanowity obszary uszkodzonej warstwy NCD,
gdzie znajdowane byly rézne elementy morfotyczne.
Podatnos$¢ materiatu, przeznaczonego do produkcji im-
plantéw, na kolonizacje mkroorganizmami i tworzenie na
powierzchni biofilmu powinna by¢ czynnikiem eliminujacym
ten materiat z zastosowan. W przeciwnym wypadku, na-
wet najbardziej rygorystycznie przestrzegane normy jato-
wosSci w przygotowania implantu i jego umieszczenia w ciele
biorcy moga nie ustrzec przed rozwijajaca sie infekcjg opor-
tunistyczna. Oportunistyczne mikroorganizmy, ciggle obec-

‘-Medical Steel 316L ETi6AI4V ETi6AI4V with NCD

400
350
300
250
200

Percent of E.coli cells

Blood
plasma-
pretreatment

Albumin-
pretreatment

No protein-
treatment

RYS. 3. Poréwnanie ilosci komoérek E.coli na
powierzchni badanych materiatow. llos¢ komaorek
znajdujacych sie na stali medycznej, nie
inkubowanej z biatkiem, przyjeto za 100%.

FIG. 3. Comparison of quantity of E.coli cells
found at the studied surfaces. The quantity found
at the protein non-treated medical steel was used
as 100%.

RYS. 1. Zmiany w intensywnosci luminescencji
w osoczu krwi jako funkcja czasu oraz ilosci DPP.
FIG. 1. Luminescence intensity observed for
blood plasma as a function of time and DPP
amount.

sistance to bacterial colonization exhibited surface of NCD
layer.

Summing up, a high trombocompatibility additionally
supported by the resistance to microorganisms coloniza-
tion and anti-oxidative proprieties of NCD layer, indicate
this material as a very promising for use in contact with
blood.

Surface of NCD
deposited on medical
steel

RYS. 2. Wynik analizy SEM adhezji ptytek krwi do
stali medycznej (po prawej) i stali medycznej
pokrytej NCD (po lewej).

FIG. 2. Results of SEM analysis of blood platelet
adhesion to medical steel (right) and NCD coated
medical steel (left).



ne w niewielkiej liczbie w ciele biorcy, wykorzystajg bez-
warunkowo sytuacje gdy tylko znajda przyjazng sobie po-
wierzchnie. Gdy juz skolonizuja te powierzchnie i wytwo-
rzg biofilm, walka z nimi bedzie praktycznie niemozliwa.
Implant taki nadaje sie tylko do wymiany. Badane przez
nas materialy - to jest stal medyczna, stop tytanu (Ti6Al4V),
oraz stal medyczna pokryta warstwg NCD, wykazaly r6z-
norodna podatnos¢ na kolonizacje komdrkami E.coli. Jak
tatwo zauwazy¢ na RYS. 3. Najbardziej podatna na koloni-
zacje bakteryjna byt stal medyczna. Znacznie mniej podat-
ny byt stop tytanu. Najwyzszg opornos¢ na zasiedlanie
komaérkami bakteryjnymi wykazywata powierzchnia NCD.

Reasumujgc nasze badania, wysoka trombozgodnos¢
warstwy NCD, poparta dodatkowo opornoscig na koloni-
zacje mikroorganizmami i wkasciwosciami antyoksydacyj-
nymi, dobrze rokuje w zastosowaniach tego materiatu w
kontakcie z krwig.
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Streszczenie

Komunikat przedstawia wtasciwosci pokry¢ dia-
mentopodobnych otrzymanych w metodzie RF PCVD
(Radio Frequency Plasma Chemical Vapour Deposi-
tion) na kwarcowych rdzeniach $wiattowoddéw typu
PCS (Polymer Clad Silica), ktére moga by¢ wykorzy-
stane jako gtowice czujnikéw. Poruszono problem
technologicznego osadzana warstw DLC i NCD na
podtozach dielektrycznych oraz opracowano sposéb
umieszczania probek w reaktorze i takiego przepro-
wadzenia procesu, aby otrzymac oczekiwany efekt.
Zaprezentowano wplyw parametrow procesu osadza-
na na transmisje Swiattowodu. Otrzymane pokrycia
mozna scharakteryzowac jako trwale i cechujgce sie
dobrg adhezja. Wykonano zdjecia pokry¢ za pomo-
ca Skaningowego Mikroskopu Elektronowego (SEM)
oraz Mikroskopu Sit Atomowych (AFM). Eksperyment
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Abstract

The manuscript presents properties of diamond-
like carbon cladding deposited with the Radio Fre-
guency Plasma Chemical Vapour Deposition (RF
PCVD) method onto Polymer Clad Silica (PCS) opti-
cal fibre, which can be used as a sensing head. A
technological subject of depositing diamond-like car-
bon (DLC) and nanocrystalline diamond (NCD) lay-
ers onto dielectric substrates is also raised. An origi-
nal way of placing samples in a plasma reactor and
process taken in order to get a desirable effect were
worked out. An influence of deposition process pa-
rameters on fibre's transmission is presented. The
coats can be characterized by good adhesion and
stability. Scanning Electron Microscopy (SEM) and
Atomic Force Microscopy (AFM) images of the de-
posited layer were made. The experiments prove very
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dowodzi bardzo wysokiej czutosci otrzymanego ukia-
du na zmiany wilgotnosci otoczenia, w tym takze w
otoczeniu ptyndéw organicznych "in vitro". Czutos¢ ta
zalezy od dtugosci pokrycia rdzenia warstwg DLC lub
NCD oraz od parametréw procesu jej osadzenia. Ze
wzgledu na biokompatybilno$¢ pokry¢ NCD uktad
moze znalez¢ zastosowania "in vivo".

Stowa kluczowe: Biomedyczne zastosowania
DLC iNCD, charakteryzacja warstw DLC i NCD, czuj-
niki Swiattowodowe, biopokrycia NCD

Wstep

Warstwy diamentopodobne DLC (Diamond-Like Car-
bon), a takze czystsze fazowo NCD (Nanocrystalline Dia-
mond), mogg znalez¢ szerokie zastosowanie jako zabez-
pieczenie, pasywacja i pokrycia antyodbiciowe dla wielu
materiatéw [1-6]. Wspaniala wtasciwos¢ kompatybilnosci
biochemicznejiinertnosci chemicznej (gtéwnie NCD) tychze
warstw daje mozliwos¢ ich wykorzystania jako materiat
pokryciowy implantéw medycznych, a takze pokry¢ elemen-
téw sztucznych zastawek serca [7-10]. Niniejszy komuni-
kat przedstawia nowatorskie zastosowanie warstw DLC,
jako materiat pokryciowy na rdzenie wtdkien swiattowodo-
wych typu PCS (Polymer Clad Silica), ktére znalazly sze-
rokie zastosowanie w sensoryce Swiattowodowej [14-16].
Prezentowane pokrycia uzyskano w metodzie RF PCVD
(Radio Frequency Plasma Chemical Vapour Deposition)
[11-13]. Wykonano pomiary transmisji uktadu i poréwnano
do transmisji tegoz ukfadu po zanurzeniu w cieczy odcinka
rdzenia pokrytego warstwg NCD. W zaleznosci od para-
metréw procesu RF PCVD uzyskano rézne warto$ci trans-
misji przedstawionego uktadu.

Eksperyment

Przygotowanie widkna sSwiattowodowego

Przedstawione rozwigzanie wykorzystuje popularne
narzedzie refraktometryczne, jakim jest wiokno Swiattowo-
dowe, ktérego ptaszcz na pewnym odcinku usunieto [15-
16]. Zastosowano Swiattowdd typu PCS sktadajacy sie z
kwarcowego rdzenia (0 400um) pokrytego ptaszczem syli-
konowym oraz zewnetrznym polimerowym pokryciem.
Ptaszcz i pokrycie usunieto mechanicznie umozliwiajac
osadzenie warstwy NCD wprost na kwarcowy rdzen. Przy-
gotowano dwa rodzaje Swiattowoddéw rézniace sie diugo-
Scia odcinka odstoniecia rdzenia: seria o statej dlugosci
odstonigcia 25 mm i seria o r6znej dlugosci odstoniecia z
zakresu 5 do 45 mm ze skokiem co 5 mm. Wszystkie Swia-
ttowody poddano czyszczeniu wstepnemu w kgpieli aceto-
nowej poprzedzajacej proces osadzania.

Czyszczenie plazmowe i osadzanie pokrycia NCD

Warstwy uzyskano w wyniku rozktadu metanu w pla-
zmie RF przy ci$nieniu w reaktorze na poziomie 25 Pa.
Ustawiano cztery warto$ci potencjatu autopolaryzacji elek-
trody RF z zakresu -180 V do -360 V ze skokiem -60 V.
Czas nanoszenia wynosit od 3 do 11 minut. Swiattowody
umieszczano w uchwytach typu "U" zachowujac ich dystans
10mm lub 25 mm od elektrody RF. Jednoczes$nie w kaz-
dym procesie na elektrodzie RF znajdowata sie ptytka krze-
mowa. Procesy nanoszenia poprzedzato 3-minutowe czysz-
czenie plazmowe przy napieciu autopolaryzacji wynosza-
cym -420 V.
Pomiary transmisji uktadu

Kazde wtokno swiattowodowe byto instalowane w sta-
nowisku pomiarowym zapewniajgcym state potozenie widk-

high sensitivity to humidity. Such a sensor head can
also find applications in an "in vitro" organic liquids
environment. The sensitivity depends on a length of
the uncoated section and deposition process param-
eters. Considering a biocompatibility of the NCD, pre-
sented tool can find "in vivo" applications.

Key words: DLC and NCD biomedical applica-
tion, DLC and NCD layer characterization, optical fi-
bre sensor, NCD biocoating

Introduction

Diamond-like carbon (DLC) layers and their phase purer
variety - nanocrystalline diamond (NCD), can find their ap-
plications as protecting, passivating and antireflecting coats
for many surfaces [1-6]. Excellent chemical inertness and
biocompatibility of a diamond-like film (mainly NCD) make
it a promising material for medical implants, cardiovascu-
lar surgery and for coating certain components of artificial
heart valves [7-10]. This paper presents the NCD layers as
a cladding material for partly uncoated Polymer Clad Silica
(PCS) optical fibre (OF), commonly used for optoelectronic
sensors [14-16]. The coats were successfully obtained us-
ing the Radio Frequency Plasma Chemical Vapour Depo-
sition (RF PCVD) method [11-13]. Measurements of this
system'’s transmission were taken and compared with the
transmission of the same system drowned in pure water.
Depending on RF PCVD process parameters, different
values of optical fibre transmission can be observed.

Experimental details

Optical fibre preparation

The presented experiment takes an advantage of a very
popular refractometric tool based on partly uncoated opti-
cal fibre [15-16]. The PCS optical fibre consists of the SiO,
core (0 400 um) covered with silicone cladding and an ex-
terior protecting polymer coat. Both layers were mechani-
cally removed, allowing the NCD cladding deposition di-
rectly onto SiO,core. Two types of fibre's uncoated section
length were prepared: a 25mm long series and a series of
different section length ranging from 5 to 45mm with 5mm
intervals. All fibres were cleaned and prepared to plasma
precleaning by an acetone bath.

Plasma precleaning and NCD cladding deposition

The film was deposited by the RF decomposition of
methane (RF PCVD) under 25 Pa pressure in a reactor
chamber. Four voltage values of the self-bias RF powered
electrode were set: -180 V to -360 V with -60 V step. The
deposition time was set from 3 to 11 minutes. The optical
fibres were placed in special "U-type" holders with keeping
a 10 mm and 25 mm distance from the RF powered nega-
tively self-biased electrode. Simultaneously, a piece of sili-
con substrate was placed on the electrode next to the men-
tioned holder each time. A 3-minute long plasma etching
with self-bias voltage equals to -420 V preceded every depo-
sition.
Measurement set-up

Each OF was placed in a special holder ensuring sys-
tem’s balance during measurements [16]. The middle sec-
tion of the OF was covered by a container allowing to fill it
with some liquid (H,O, refractive index n = 1.32). One end
of the OF was supplied by a laser diode (I =670 nm), and
the other tip connected to a detector system. Two values of
transmission were measured: dry OF transmission and
transmission of OF drowned in the liquid.



na w trakcie pomiaréw. Srodkowa czesé Swiattowodu byta
umieszczana w pojemniku umozliwiajgcym jego zapetnie-
nie cieczg (H,0, wspotczynnik zatamania n = 1,32). Jeden
z koncoéw wtokna zasilono diodg laserowg (I = 670 nm),
zas drugi doprowadzono do ukfadu detekcyjnego. Zmie-
rzono nastepujgce wartosci: transmisje uktadu przed za-
nurzeniem oraz transmisje uktadu po zanurzeniu w cieczy
czesci pokrytej warstwg NCD.
Badania pokrycia NCD na rdzeniu $Swiattowodu oraz
warstwy NCD na podtozu Si

Wykonano nastepujgce analizy uzyskanych warstw:
obrazy skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM)
za pomoca urzgdzenia Jeol JSM 5200, obrazy mikroskopu
sit atomowych (AFM) na NTMDT Solvr P47 oraz badania
elipsometryczne z uzyciem Gaertner L116 (I =623,8 nm).
Wszystkich badan dokonano na warstwach pokrywajacych
podtoza krzemowe towarzyszace $wiattowodom podczas
kazdego z proces6w osadzania. Badania SEM pokry¢ DLC
na rdzeniu $wiattowodu umozliwito ich pokrycie cienka
warstwa zfota.

Wyniki

Uzyskane w metodzie RF PCVD warstwy NCD na podto-
zu SiO, moga charakteryzowa¢ sie dobra adhezjg i stabil-
noscig. Gtowna ich faza jest faza diamentowa o strukturze
nanokrystalitow [8, 17, 18]. Wystepujace zanieczyszczenia
innymi fazami (amorficzny i tetraedryczny wegiel, grafit) po-
wodujag, ze warstwy te mogg by¢ oznaczane réwniez jako
DLC. Jednak ze wzgledu na dominujgca faze NCD, tak beda
one dalej nazywane (oznaczane). Rdzen kwarcowy ulegt
znacznemu wzmocnieniu po osadzeniu warstwy. Grubosci
wykonanych warstw zawierajg sie w przedziale 150+300nm
i charakteryzuja sie wspotczynnikiem zatamania z zakresu
2,1+2,5. Zalozono, iz warstwy osadzone na podtozach Sisg
poréwnywalne z warstwami pokryciowymi wiokien Swiatto-
wodowych w obrebie tego samego procesu.

Zaobserwowano dwa rodzaje procesu osadzania: przy-
padki, kiedy wartos¢ potencjatu autopolaryzacji byta stabil-
na w trakcie trwania procesu, oraz kiedy stabilnos¢ ta nie
byta zachowana. Procesy niestabilne sg czesto wystepu-
jace i charakterystyczne dla metod plazmowych. Badania
elipsometryczne warstw uzyskanych w wyniku procesu nie-
stabilnego nie byty mozliwe, co potwierdza ich nanokrysta-
liczng strukture [17]. Analizy AFM potwierdzajg ich mafa
trwato$¢ i znaczng chropowato$¢. Wyniki pomiardw trans-
misji uktadéw uzyskanych w obu typach proceséw sa od-
mienne. Na obrazach SEM warstw uzyskanych na rdze-
niach Swiattowoddéw mozna zaobserwowaé szereg pekniec.
Warstwy uzyskane w procesie niestabilnym maja ich znacz-
nie wiecej i pekniecia te majg wieksze rozmiary geome-
tryczne, w poréwnaniu z pokryciami uzyskanymi w proce-
sach stabilnych.

Po zanurzeniu w cieczy zaobserwowano wzrosty trans-
misji w przypadku procesu stabilnego i spadki w przypad-
ku procesu niestabilnego, a ich warto$¢ zalezy od dtugosci
odcinka pokrytego warstwg NCD. W obu przypadkach ob-
serwowalne sg zmiany wartosci transmisji na skutek par
wodnych podczas pozostawania widkna tuz ponad po-
wierzchnig cieczy. Dla wyzszych wartosci potencjatu auto-
polaryzacji (np. -360 V) zaobserwowano wzrosty transmi-
sji, zas dla nizszych (np. -180 V) jej spadki. Zauwazono
wzrosty transmisji dla uktadéw z pokryciem NCD osadzo-
nym w procesie krotkim (np. 3 min.) i jej spadki dla ukta-
déw wykonanych w dtugim procesie (np. 11 min.). Umiesz-
czenie wtokien swiattowodowych w odlegtosci 10 mm nad
elektrodg daje wieksze prawdopodobienstwo uzyskania

NCD fibre’s cladding and NCD film on Si analyses

Three types of NCD layer analyses were done: Scan-
ning Electron Microscopy images with Jeol JSM 5200,
Atomic Force Microscopy images with NTMDT Solvr P47
and ellipsometric measurements with Gaertner L116 (1 =
623.8nm). All mentioned analyses were carried out on the
layers deposited onto silicon surfaces accompanying each
OF. Only the SEM images of protected by thin gold film OF
could be done.

Results and discussions

The NCD film deposited onto SiO, substrate with RP
PCVD method can be characterised by good adhesion and
durability. The dominating phase is a diamond phase in
the form of nanocrystals [8, 17, 18]. Presented layers can
be also marked as the DLC because of the contamination
of the other phases (e.g. amorphous and tetrahedral car-
bon, graphite). Paying attention to dominating consistence
of the NCD phase, the layers will be marked as NCD (called
NCD). Depositing the NCD cladding significantly reinforced
the SiO, core. The film is about 150+-300 nm thin, refractive
indexes are 2.1+2.5. We can assume that the layers de-
posited onto Si substrates are comparable to layers de-
posited during the same process onto SiO, fibres’ cores.

Two kinds of process were observed as the main result:
with stable self-bias voltage during the whole process, and
the other with fluctuating self-bias voltage. Bringing up in
this manuscript unstable type of process is caused by its
frequent appearance. An unstable process course is con-
sidered as characteristic of plasma methods. Ellipsometric
measurements of layers achieved with the unstable proc-
ess were hardly possible, and that proved nanocrystal struc-
ture of them [17]. AFM researches also proving their short-
term durability and roughness. The results of transmission’s
measurements are significantly different for both types of
processes. On SEM images of films deposited onto optical
fibres’ cores common cracks can be observed. In films de-
posited with unstable process cracks are wider and there
are more of them, comparing to films achieved with stable
process.

For the stable process rises in transmission and for the
unstable one falls in it can be observed, depending on ac-
tive (NCD cladding) area. The nonlinear dependence can
be caused by imperfect silicone cladding removal. In both
types of process, the cladding can be characterised as sig-
nificantly moistened. Both are sensitive to hydro vapours,
which can be observed by transmission changes during a
presence of the NCD section over water surface.

Dependence on self-bias voltage transmission rises can
be observed for higher values (e.g. -360 V) and falls for low
values (e.g. -180 V). Dependence on deposition time can
be noticed as rises of transmission for short time process
(e.g. 3 min) and falls for long time process (e.g. 11 min).
Placing optical fibore 10mm over the electrode, gives high
possibility of getting transmission rises. Distance of 25 mm
between fibre and electrode surface is more dependent on
self-bias voltage value, and we can obtain rises in trans-
mission for higher RF voltages and falls for lower values.

Conclusions

Unique properties of NCD such as biocompatibility and
mechanical hardness make it possible to product biomedi-
cal "in vitro" and also "in vivo" applications. The NCD coats
can protect fibre’s core during its contact with a living or-
ganism. The fibre optic cores with diamond-like carbon clad-
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RYS. 1. Wykres ilustruje zmiany transmisji uktadu
po zanurzeniu w cieczy odcinka rdzenia
pokrytego warstwg NCD w funkcji dlugosci tegoz
odcinka dla procesu o przebiegu stabilnym i
niestabilnym. (Parametry procesu: wysokos¢
mocowania probki: 25 mm; potencjat
autopolaryzaciji: -300V; czas: 5min; wspotczynnik
zatamania cieczy: 1,32).

FIG. 1. The graph illustrates fibre transmission
changes regarding a length of NCD cover section
for stable and unstable process course. (Process
parameters: mounting height: 25 mm; self-bias
voltage: -300 V; time: 5 min; working liquid’s
refractive index: 1.32).

wzrostow transmisji uktadu. Dla wysoko$ci zamocowania
wiokien wynoszgcej 25 mm nad elektrodg, zaobserwowa-
no wieksza zaleznos¢ wartosci transmisji od potencjatu au-
topolaryzaciji i mozliwe jest uzyskanie wzrostow transmisji
dla wyzszych potencjatow elektrody RF i jej spadkow dla
nizszych wartosci.

WhniosKki

Unikalne wtasciwosci warstw NCD takie jak twardosc i
biokompatybilno$¢ umozliwiajg ich wykorzystanie w zasto-
sowaniach biomedycznych "in vitro", a takze "in vivo". Po-
krycia NCD moga ochroni¢ rdzen wtdkna Swiattowodowe-
go podczas kontaktu z organizmem zywym. Swiatlowody
pokryte warstwg diamentopodobng moga znalez¢ zasto-
sowania jako sondy wprowadzajgce i wyprowadzajace sy-
gnat optyczny do i z zywego organizmu. Sterowanie para-
metrami procesu osadzania warstwy NCD umozliwia kszta-
towanie charakteru zmian transmisji sygnatu optycznego
podczas obecnosci przedstawionych sond w otoczeniu o
okreslonej wilgotnosci. Wiékno swiattowodowe z odstonie-
tym na pewnym odcinku rdzeniem pokrytym warstwg NCD
mozna wykorzystac jako gtowice czujnikowa. Eksperyment
potwierdza znaczng czuto$¢ uktadu na zmiany wilgotnosci
otoczenia zalezng od dtugosci odstonietej czesci rdzenia
oraz parametréw procesu osadzana warstwy NCD. Sondy
moga takze znalez¢ zastosowanie jako detektory stabilno-
Sci przebiegu procesu osadzania plazmowego. Przedsta-
wiona metoda diagnostyczna jest prosta i tania.

ding can find their practical applications as probes deliver-
ing optical signal into and out of such an organism. By ad-
justing certain NCD deposition process parameters we can
achieve probes characterised by falls or rises of transmit-
ted signal during a contact with wet surrounding. A partly
uncoated optical fibre, covered by NCD layer, definitely can
act as a hydro vapours sensing head. Such probes can
also act as deposition process appropriate course detec-
tors. The presented method of process diagnosis is cheap
and easy to put into practice.
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Streszczenie

Najwieksze znaczenie dla wszystkich rodzajow
implantéw ma biokompatybilno$¢. Wczesniejsze ba-
danie w dziedzinie protez dowiodty ze biokompaty-
bilno$¢ moze by¢ poprawiona poprzez pokrycie im-
plantéw warstwa NCD (nanokrystalicznym diamen-
tem). Sztuczna mechaniczna zastawka serca zapro-
jektowana przez prof. J. Molla i pokryta warstwg NCD
jest pierwsza tego typu warstwg zaréwno w Polsce
jak i na swicie. Artykut ten przedstawia symulacje
przeptywu przez sztuczng zastawke serca za pomo-
ca programu CFX TASCFlow. Zakres badan obej-
mowat zmiany profilu dysku, przy stalej jego grubo-
Sci oraz Srednicy. Praca ta przedstawia wyniki obli-
czen niestacjonarnych w potozeniu maksymalnego
otwarcia dysku (maksymalny kat otwarcia wynosi 75°).
Obliczenia byly przeprowadzone dla przeptywu cig-
gtego dla dwdch predkosci: 0,5 oraz 1,6 m/s, ci$nie-
nie catkowite na wlocie wynosito 116 kPa.

Stowa kluczowe: zastawka serca biokompatybil-
nos¢, przeptyw krwi, zakrzepy

Wprowadzenie

Zastawka serca stanowi element regulacyjny uktadu kra-
zenia, ktéry jest odpowiedzialny za prawidtowy przeptyw
krwi w sercu. Dysfunkcja ktorejkolwiek z czterech zasta-
wek serca cztowieka, powoduje niewydolnos¢ serca, jak
réwniez moze byc¢ przyczyna bakteryjnego zapalenia mie-
Snia sercowego [3]. Jedynym sposobem przywrdcenia pra-
widtowego dziatania zastawek jest ich przeszczep (nainna,
pochodzgcg od dawcy, mechaniczng lub biologicznag). Hi-
storia przeszczepu sztucznych zastawek rozpoczeta sie na
poczatku lat szesc¢dziesigtych XX wieku, a w chwili obec-
nej liczba rocznie dokonywanych implantacji osiggneta na
Swiecie poziom trzystu tysiecy [2, 4]. Istotnymi z punktu
widzenia zdrowia i zycia pacjenta z wszczepiong zastawkg
sa:

- pewnos¢ dziatania implantu,

- biokompatybilno$¢ materiatu, z ktérego implant jest wy-
konany,

- odpowiednia struktura przeptywu krwi przez zastawke w
warunkach organizmu cztowieka.

Niedopuszczalne jest, aby wszczepiona zastawka ser-
ca ulegta mechanicznemu uszkodzeniu, poniewaz nastep-
stwem tego jest Smier¢ pacjenta. Natomiast wszelakie od-
dziatywania materiatéw zastawek wywotujgce alergie lub
infekcje powodujg koniecznos¢ powtdrnej operaciji, ktorej
niebezpieczenstwo wzrasta wielokrotnie w stosunku do
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Abstract

The biocompatibility is of the most significant for
all kinds of implants. Earlier investigations in the field
of prostheses have proven that their biocompatibility
can be improved by coating them with an NCD
(nanocrystalline diamond) layer. The mechanical ar-
tificial heart valve designed by Prof. J. Moll and coated
with an NCD layer is the first innovative design of this
type both in Poland and in the world. This paper con-
cerns the simulation with the CFX TASCflow code of
a flow through the artificial heart valve. The research
range has involved changes in the mechanical heart
valve disc profile, at its constant thickness and diam-
eter. In this work, results of non-stationary data in the
complete opening position (disc deflection angle was
75°) are presented. The investigations were carried
out for a continuous flow with two flow velocities: 0.5
m/s and 1.6 m/s. Total pressure in front of the exam-
ined prosthesis was equal to 116 kPa.

Keywords: heart valve, biocompatibility, blood
flow, clots

Introduction

The artificial heart valve is a control element of cardio-
vascular system that is responsible for correct blood flow
through the heart. Dysfunction of any of four human artifi-
cial heart valves causes heart failure as well as it can be a
reason of bacterial inflammation of heart muscle [3]. The
only one way to restore correct operation of heart is trans-
plantation of such heart valve (for another: mechanical or
biological, or deriving from donor). The history of artificial
heart valve transplantation began from the beginning of the
sixties of the 20th century and now the number of performed
transplantations is close to 300000 per year [2,4]. From
the health and patient’s live point of view the most impor-
tant aspects are:

- Reliability of implant operation,

- Biocompatibility of material the implant is made of,

- The proper structure of blood flow through the artificial
heart valve for human organism conditions.

It is unacceptable that implanted heart valve would un-
dergo mechanical damages because it would have to re-
sult in the death of patient. However, any interactions of
valve materials with human body which breed allergies or
infections, cause necessity of second operation which dan-
ger is repeatedly greater with respect to the first one. In the
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pierwszego zabiegu.

W latach 70-tych ubiegtego stulecia wprowadzono tytan
i wegiel pirolityczny jako podstawowe materiaty, z ktorych
wykonuje sie sztuczne zastawki [9]. Poczatkowo zastoso-
wanie tych materiatléw wyeliminowato problemy braku bio-
kompatybilnosci, a gtéwne kierunki badan zostaty zogni-
skowane na odpowiednim uksztattowaniu pél cisnienia i
predkosci ptynagcej krwi. Dlugoterminowe przebywanie ty-
tanowych implantéw w organizmie cztowieka i bezposred-
nie oddziatywanie krwi na materiat zastawki wywotuje jed-
nakze objawy alergizujace, a takze, co jest ostatnio przed-
stawiane na konferencjach [4], jest czynnikiem kancero-
gennym.

W roku 2000 w Instytucie Maszyn Przeptywowych Poli-
techniki £6dzkiej, przy wspoétpracy z Fundacja Rozwoju Kar-
diochirurgii w Zabrzu, Akademig Medyczng z £odzi i Insty-
tutem Centrum Zdrowia Matki Polki z £odzi, skonstruowa-
no i wykonano kilka prototypdw mechanicznej sztucznej
zastawki serca [10, 11], RYS. 1 przedstawia zastawke jed-
nolistkowa. Pierscien zastawki, wykonany z tytanu lub jego
medycznego stopu, pokryty zostat warstwa nanokrystalicz-
nego diamentu [5, 6] zapewniajaca lepsza biokompatybil-
nos¢ implantu. Dysk zastawki moze by¢ wykonany z kom-
pozytu wegiel-wegiel pokryty weglem pirolitycznym, z we-
gla pirolitycznego lub z derlinu. Wstepne prace sg bardzo
obiecujace i modyfikacja powierzchni tytanowego pierscie-
nia jest jedynym wyjsciem, ktére zapewni biokompatybil-
nos¢ implantu. Jednoczesnie, opracowana konstrukcja daje
bardzo dobre rozktady pdl cisnienia i predkosci [7, 8], cow
potaczeniu z zastosowanymi materiatami, daje nadzieje na
uzyskanie protezy przywracajacej zdrowie cztowiekowi w
Sposob trwaly.

Prezentowana praca zawiera wyniki obliczen przeply-
Wu przez opracowang zastawke, dokonanych przy uzyciu
programu CFX TASCFlow.. Okreslenie rozkiadu cisnienia
i predkosci daje mozliwo$¢ oceny prawidtowosci struktury
przeptywu ze wzgledu na niszczenie elementow morfotycz-
nych, zjawisko kawitacji oraz powstawanie miejsc zasto-
iskowych, sprzyjajacych odktadaniu sie ptytek krwi i biatek.

Warunki przeptywu

Obliczenia przeptywu przez zastawke (RYS.1) dokona-
no dla warunkéw modelowych. Zastawka znajdowata sie
w prostej rurze o wymiarach odpowiadajacych kanatowi
uzytemu do badan eksperymentalnych. Dla takiego umiej-
scowienia rozwazanej zastawki przygotowano siatke obli-
czeniowa, ktorg przedstawiono na RYSUNKU 2.

Obliczenia dokonano dla stacjonarnych i niestacjonar-
nych warunkéw przepltywu, przy czym dla przeptywu nie-
stacjonarnego wykorzystano model turbulencji k-v [1].

RYS. 2. Siatka kanatu przeptywowego
wygenerowana w programie HEXA.

FIG. 2. Mesh of the flowing channel generated by
means of HEXA code.

seventies of the last century titanium and pyrolitic carbon
were introduced as basic materials for heart valves [9]. Ini-
tially, an application of these materials eliminated problem
of lack of biocompatibility and main research directions were
focused on the proper distribution of pressure and velocity
of flowing blood. However, a long-term stay of titanium im-
plants in the human body and direct blood interactions with
the valve material cause allergic symptoms and also are
cancerogenic agents [4].

In the last few years at the Institute of Turbomachinery,
Technical University of Lodz, with the co-operation with
other polish scientific institutions, several prototypes of
mechanical artificial heart valve have been designed and
manufactured [10, 11]. The leaflet disc valve is presented
in FIG. 1. Retaining ring of the valve is made of titanium or
its medical alloy and is coated with nanocrystalline diamond
layer [5, 6] ensuring better biocompatibility of the implant.
Heart valve disc can be made of carbon-carbon composite
coated with pyrolitic carbon, pyrolitic carbon or Derlin®.
Initial investigations are very promising and modification of
titanium ring surface is the only solution which would en-
sure implant biocompatibility. Simultaneously, developed
construction gives very good distributions of pressure and
velocity fields [7, 8]. Flow parameters and applied materi-
als give the hope for obtaining the prosthesis restoring
health in a permanent way.

Presented work comprises numerical calculation results
of flow through an artificial disc heart valve, performed by
means of CFX TASCFlow code. Determination of pressure
and velocity distributions gives the possibility of structure
correctness evaluation of the flow in consideration of mor-
phaotic elements destruction, phenomena of cavitations and
creation of stagnation areas which are conducive to throm-
bocyte and protein aggregation.

Flow conditions

Calculations of the flow through the artificial heart valve
(FIG. 1) were conducted for the model conditions. The arti-
ficial heart valve was situated in the straight tube of dimen-
sions corresponding to this channel which was used for

RYS. 1. Dyskowa zastawka serca z pierscieniem
pokrytym nanokrystalicznym diamentem.
FIG. 1. Artificial disc heart valve with the retaining
ring coated with nanocrystalline diamond.



Badania przeprowadzono dla przeptywu ciagtego na wlo-
cie dla dwéch predkosci ptyngcego czynnika: 0,5i 1,6 m/s.
Cisnienie catkowite przed badang proteza ustalono jako
stalg o wartosci 116 kPa. Dla predkosci 0,5 m/s zostat uzy-
ty rozktad paraboliczny a dla predkosci 1,6 m/s zastoso-
wano rozktad Prandtla.

Wybrane predkosci i cisnienia przedstawiajg przyktado-
wy stan fizjologiczny, czyli sg to warunki wystepujace w
rzeczywistych uktadach sercowo-naczyniowych przy pet-
nym otwarciu zastawki aortalne;j.

W symulacji jako czynnik zostat uzyty 40% wodny roztwor
gliceryny, ktéry jest ciecza newtonowska o nastepujacych
parametrach:

* wspotczynnik lepkosci dynamicznej - 0,0034 kg/ms (dla
krwi w zakresie 0,03-0,04 kg/ms przecietnych warunkéw
fizjologicznych wspétczynnik lepkosci dynamicznej przyj-
muje sie w zakresie i do obliczen zaktada sie ze krew jest
cieczg newtonowska);

* gestosc¢ - 1030 kg/m® (krew charakteryzuje sie w przybli-
zeniu stalg gestoscia, ktérej wartos¢ mozna przyja¢ na
poziomie 1055 kg/m?3).

Caty tok obliczenh zostat wykonany dla trzech profili dys-
ku:

* dysk wypukto-wklesty (w dalszej czesci nazwany wypu-
ktym),

* dysk ptaski,

* dysk wklesto-wypukty (w dalszej czesci nazwany wkle-
stym).

Przyjeto dodatkowo potozenie dysku odpowiadajace
maksymalnemu otwarciu, ktére wynosi 75°, grubos¢ i sred-
nica dysku pozostaly state dla wszystkich rozwazanych
przeptywow i ksztattow dysku.

Wyniki obliczen

RYSUNKI 3-6 przedstawiaja wyniki obliczen przeptywu

cieczy modelowej przez rozwazang zastawke dla predko-
Sci maksymalnej na wlocie 0,5 i 1,6 m/s oraz dla trzech
typéw dyskéw. Wyniki przedstawione sa dla dwéch prze-
krojéw znajdujgcych sie za zastawkag w odlegtosci 1d oraz
2d (d oznacza $rednice wewnetrzng pierscienia zastawki)
oraz rownolegtych do ptaszczyzny pierscienia [12].
RYSUNKI 3 i 4 zawieraja rozktady predkosci sredniej dla v
=0,5 m/s. Analizujgc uzyskane charakterystyki nalezy za-
uwazy¢, ze z punktu widzenia przeptywu krwi, dysk ptaski
wymusza najwieksze zmiany predkosci. Natomiast naj-
mniejsze gradienty sa dla dysku wypuktego oraz wkleste-
go. Przy predkosci v = 1,6 m/s uwidacznia sie przewaga
dysku wypuktego nad dyskiem wklestym, w ktérym wyste-
puja wieksze gradienty predkosci w odlegtosci 1d za za-
stawka. W dalszej czesci przeptyw sie stabilizuje i roznice
nie sg juz tak dobrze widoczne.
O ile rozktady predkosci sredniej sg istotne dla przeptywu
krwi, a zwtaszcza dla procesOw niszczenia elementow
morfotycznych, to nie dajg one petnego obrazu zjawisk
oddziatywujacych na elementy krwi.

Niezwykle istotnym jest aspekt intensywnosci turbulenciji,
ktora dla przeptywu krwi nazywana jest turbulencjg czaso-
wa i zdefiniowana jako:

* turbulencja czasowa, okreslona jako warto$¢ odchylenia
standardowego zmiennej losowej (predkosci) w danym
punkcie dla 30 pomiaréw, wyrazona jest wzorem

s, =ElV -E(V)]

gdzie E(V) jest wartoscig oczekiwang predkosci V, a S,
jest odchyleniem standardowym tej predkosci.

experimental investigations. The calculation grid was pre-
pared for the considered valve position (see FIG. 2).

Calculations were performed for stationary and non-sta-
tionary flow conditions, and the k-v turbulence model was
used for non-stationary flow conditions [1].

Investigations were carried out for continuous flow at
inlet for two velocities of the flowing medium: 0.5 and 1.6
m/s. Total pressure at the front of prosthesis was equal to
116 kPa. Parabolic distribution was used for lower velocity
and Prandtl distribution was used for higher one. Chosen
velocities and pressures correspond to exemplary physi-
ological states. These values of considered quantities ex-
ist in real cardiac-vascular systems for fully opened aortic
heart valve.

40% glycerine solution in water was used for the simu-
lation as the medium. It is the Newtonian fluid of the follow-
ing parameters:

» coefficient of dynamic viscosity - 0.0034 kg/ms in the
range of average physiological conditions, the coefficient
of dynamic viscosity of human blood is accepted in the range
of 0.003 - 0.004 kg/ms and it is assumed for calculations
that the blood is a Newtonian fluid;

* density - 1030 kg/m, (blood is characterised by approxi-
mately constant density and its value can be assumed as
1055 kg/m3).

Calculation procedures were performed for three disc

profiles:

* convex-concave disc (in further part called convex),

* flat disc,

* concave-convex disc (in further part called concave).
The following constant conditions are also assumed: disc
position of 75° corresponding to the maximum opening,
thickness and diameter of disc for all considered flows and
disc shapes.

Results

Calculation results of the model fluid flow through con-
sidered heart valve for maximum velocity of the inlet 0.5
and 1.6 m/s and for three disc types are presented in FIG-
URES 3 - 6. Results are presented for two sections down-
stream the valve at the distance 1d and 2d (where d is the
inner diameter of valve ring) and parallel to ring plane [12].
Distributions of average velocity for v = 0.5 m/s are pre-
sented in FIGS 3 and 4. Analysing obtained profiles one
can point out that from blood flow point of view flat disc
forces the biggest velocity changes. Whereas, the small-
est gradients are for convex and concave discs. For v =
1.6 m/s the superiority of the convex disc over concave
one is visible. There are bigger velocity gradients at the
distance 1d downstream the valve. In further part of the
cross-section the flow becomes stabilised and differences
are not so significant. Average velocity distributions are im-
portant for blood flow and especially for processes of the
morphotic element destruction but they do not represent at
all influences of flow on blood elements.

The aspect of turbulence intensity is of great importance.
Turbulence intensity or time turbulence is defined as:

* turbulence intensity described as the standard deviation
value of a random variable in a given point for 30 measure-
ments, is expressed by the relation

s, =ElV -E(V)]

where E(V) is velocity, V, expected value, and Sv is the
standard deviation value of this velocity. Turbulence inten-
sity distributions determined for maximum velocity 1.6 m/s
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RYS. 3. Rozktad predkosci w ptaszczyznie
rownolegtej do ptaszczyzny pierscienia wzdtuz
osi poziomej przy przeptywie ciagtym v=0,5 m/s,
dla modeli zastawek dyskowych z dyskiem
ptaskim, wklestym oraz wypuktym, a) w
odlegtosci 1d za zastawka, b) w odlegtosci 2d za
zastawka.

FIG. 3. Velocity distribution for the horizontal axis
and for v = 0.5 m/s, a) at the distance of one
diameter downstream the valve ring, b) at the
distance of two diameters downstream the valve
ring.

at the valve inlet for two cross-sections at the distance 1d
and 2d downstream the ring valve are shown in FIGS 7
and 8. Velocity changes for convex disc are the smallest
thus influences on morphotic elements by means of their
deformations are the smallest too. Blood element defor-
mation affects changes in morphotic element membrane
properties, vitality reduction, and in case of thrombocytes it
may cause they activation and, in consequence, formation
of blood clots.
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Rozktady turbulencji czasowej wyznaczonej dla predkosci
maksymalnej na wlocie 1,6 m/s w dwdch przekrojach odle-
glych 1d oraz 2d od pierscienia zastawki pokazana jest na
RYS. 7 8. Dla dysku wypuktego zmiany predkosci sa naj-
mniejsze, a wiec oddziatywanie na elementy morfotyczne
poprzez ich deformacje jest rowniez najmniejsze. Defor-
macja elementow krwi wptywa na zmiane wtasciwosci ich
btony, skrdcenie zywotnosci, a w przypadku ptytek krwi,
moze spowodowac ich aktywacje, co wywota¢ moze two-
rzenie koagulantow ptytkowych - skrzepow.

RYS. 4. Rozktad predkosci w ptaszczyznie
réwnolegtej do ptaszczyzny pierscienia wzdtuz
osi pionowej przy przeptywie ciagtym v = 0,5 m/
s, dla modeli zastawek dyskowych z dyskiem
ptaskim, wklestym oraz wypuktym, a) w
odlegtosci 1d za zastawka, b) w odlegtosci 2d za
zastawka.

FIG. 4. Velocity distribution for the vertical axis
and for v = 0.5 m/s, a) at the distance of one
diameter downstream the valve ring, b) at the
distance of two diameters downstream the valve
ring.
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RYS. 5. Rozktad predkosci w ptaszczyznie
rownolegtej do ptaszczyzny pierscienia wzdtuz
0si poziomej przy przeptywie ciagtym v = 1,6 m/
s, dla modeli zastawek dyskowych z dyskiem
ptaskim, wklestym oraz wypuktym, a) w
odlegtosci 1d za zastawka, b) w odlegtosci 2d za
zastawka.

FIG. 5. Velocity distribution for the horizontal axis
and for v = 1.6 m/s, a) at the distance of one
diameter downstream the valve ring, b) at the
distance of two diameters downstream the valve
ring.

Conclusions

On the basis of discussed in the third part velocity field
distributions one can noticed that there is the strong profile
asymmetry for all disc types. This is connected with fluid
stream separation end deflection from axial direction caused
closing element. It is characteristic of all disc valves. Ana-
lysing obtained results one can conclude that disc geom-
etry changes can affect velocity field shapes, which are
main distinguishing features characterising heart valve from
the viewpoint of haemodynamical quality. Obtained results
reveal superiority of valve with convex disc - the most uni-
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Podsumowanie

Na podstawie omawianych w Ill rozdziale rozktadéw pola
predkosci mozna zauwazy¢, ze dla wszystkich typow dys-
koéw wystepuje silna asymetria charakterystyk. Zwigzane
to jest z rozdziatem strugi ptynu przez element zamykajacy
oraz odgiecie strugi od kierunku osiowego, co jest charak-
terystyczne dla wszystkich zastawek dyskowych. Analizu-
jac uzyskane wyniki mozna wysung¢ wniosek, ze zmiana
geometrii dysku moze wptyng¢ na ksztatt p6l predkosci,
ktore sa gtownym wyrdznikiem charakteryzujgcym zastaw-
ke w kontekscie jakosci hemodynamicznej. Uzyskane wy-
niki wykazujg wyzszos¢ zastawki z dyskiem wypukiym,
otrzymany w tym przypadku stopien jednorodnos$ci dla
wszystkich predkosci strugi jest bardzo duzy a gradienty
sg mate (w poréwnaniu z pozostatymi zastawkami beda-
cymi przedmiotem badan). Podobne parametry hemody-
namiczne wykazuje zastawka z dyskiem wklestym, jednak-

RYS. 6. Rozktad predkosci w ptaszczyznie
rownolegtej do ptaszczyzny pierscienia wzdtuz
osi pionowej przy przeptywie ciagtym v =1,6 m/
s, dla modeli zastawek dyskowych z dyskiem
ptaskim, wklestym oraz wypuktym, a) w
odlegtosci 1d za zastawka, b) w odlegtosci 2d za
zastawka.

FIG. 6. Velocity distribution for the vertical axis
and for v = 1.6 m/s, a) at the distance of one
diameter downstream the valve ring, b) at the
distance of two diameters downstream the valve
ring.

form velocity fields for all investigated conditions degree
and gradients are small (comprised with other heart valves).
The valve with concave disc has similar haemodynamical
parameters. However, for bigger flow velocities (1.6 m/s)
there is a superiority of convex disc heart valve. For smaller

MATERIAtOW



76

MATERIALOW

convex disc —concave diSsC = = = — = - flat disc
0,24 -
0,22 ,"‘
7 020 — A
E 018 L l;nt\
2 016 1 ——— /)
S 0 ! J/E|
= 0,12 1 ‘\ y
R e—
c 0, Tl
g /A /
S 0,06
2 004 4—F VAR Y
Conl N7 7
o0 . 7 N |
-0,015 -0,010 -0,005 0,000 0,005 0,010 o GPlp @ ¢
[m]

> © @ 0-9015

convex disC ——— —concave disC = = = = — - flat disc

0,22
0,20 VA
018 /
0,16 1
0,14 " |

0,12 F |

0,10 -
0,08

0,06 —_ N V7 \

0,04
0,02 N\ N

0,00

Turbulence intensity [m/s]

-0,010 -0,005 0,000 0,005 0,010 0,015

[m]

ze przy wyzszych predkosciach przeptywu (dla predkosci
1,6 m/s) uwidacznia sie przewaga dysku wypuktego. Przy
mniejszych predkosciach strugi dysk wklesty powoduje
wieksze gradienty. Znacznie rozni sie obraz rozktadu pél
predkosci przy przeptywie przez zastawke z dyskiem pta-
skim. Znaczne gradienty oraz duza niejednorodnos¢ po-
woduja, ze implantacja takiej zastawki wigze sie z duzym
zagrozeniem wystgpienia oddziatywan destrukcyjnych ze
strony przeptywu (gradienty predkosci). Jedynym pozytyw-
nym czynnikiem wystepujgcym przy tym typie zastawki jest
fakt, ze przy wiekszych predkos$ciach przeptywu mozna
zaobserwowac szybsza stabilizacje badanych parametréw,
niestety tylko dla pomiaréw tych parametréw wzdtuz osi
réwnolegtej do osi obrotu dysku. Przy analizie parametréw
dla dysku ptaskiego mozna takze zaobserwowac silny
wptyw odgiecia strugi wyptywajacej spod dysku, czego efek-
tem sg whasnie duze réznice w obrazie p6l predkosci i ci-
Snienia szczegOlnie w przekrojach oddalonych o odlegtos¢
2d za zastawka.

RYS. 7. Rozklad turbulencji czasowej za zastawka
w ptaszczyznie réwnolegtej do ptaszczyzny
pierscienia wzdtuz osi pionowej przy przeptywie
ciggtym v = 1,6 m/s, dla modeli zastawek
dyskowych z dyskiem ptaskim, wklestym oraz
wypuktym, a) w odlegtosci 1d za zastawka, b) w
odlegtosci 2d za zastawka.

FIG. 7. Turbulence intensity distribution for the
horizontal axis and for v = 1.6 m/s, a) at the
distance of one diameter downstream the valve
ring, b) at the distance of two diameters
downstream the valve ring.
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RYS. 8. Rozktad turbulencji czasowej za zastawka
w ptaszczyznie rownolegtej do ptaszczyzny
pierscienia wzdtuz osi poziomej przy przeptywie
ciagtym v = 1,6 [m/s], dla modeli zastawek
dyskowych z dyskiem ptaskim, wklestym oraz
wypuktym, a) w odlegtosci 1d za zastawka, b) w
odlegtosci 2d za zastawka.

FIG. 8. Turbulence intensity distribution for the
vertical axis and for v=1.6 m/s, a) at the distance
of one diameter downstream the valve ring, b) at
the distance of two diameters downstream the
valve ring.

stream velocities concave disc causes bigger gradients.
Velocity distributions differ significantly. The bigger veloc-
ity gradients and heterogeneity of the flow through the heart
valve with flat disc cause the danger of destruction interac-
tions of the blood flow for the implanted heart valve with
such disc type. The faster stabilization of investigated pa-
rameters can be observed, unfortunately only for meas-
urements along the axis parallel to the disc rotation axis. It
is the only positive factor connected with this type of valve.
One can also point out that there is a strong influence of
the deflection of the stream flowing out from the bottom of
the flat disc. It results in significant differences in pressure
and velocity distributions, especially for cross-section at the
distance of 2d downstream the valve ring.
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Streszczenie

Do powierzchniowej modyfikacji skrobi ziemnia-
czanej, polegajacej na hydrofobizaciji jej ziaren, za-
stosowany zostat obrotowy reaktor plazmochemicz-
ny (PECVD) wysokiej czestotliwosci. Czynnikami ro-
boczymi uzytymi w procesie modyfikacji byt metan
lub mieszanina tetrametylosilanu i argonu (TMS/ATr).
Wydajnos¢ procesu hydrofobizacji badana byta w
zaleznosci od takich parametréw procesu jak: typ
gazu roboczego, szybkos¢ przeptywu gazu, wyjscio-
wa moc wytadowania jarzeniowego.

Stowa kluczowe: skrobia ziemniaczana, PECVD,
hydrofobizacja

Wstep

Skrobia nalezy do najbardziej rozpowszechnionych po-
limeréw naturalnych. W obecnych czasach znajduje ona
uzycie gtdéwnie jako sktadnik zywnosci. Jednak dzieki ta-
kim jej wtasciwosciom jak biodegradowalnosé, powszech-
na dostepnosc¢ oraz niskie koszty pozyskiwania trwajg in-
tensywne badania nad zastosowaniem skrobi jako sktad-
nika tworzyw termoplastycznych [1]. Uktady kompozytowe,
w ktorych poliolefina tworzy matryce, za$ skrobia spetnia
role wypetniacza, stanowig bowiem potencjalne materiaty
na biodegradowalne opakowania foliowe.
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Abstract

A rotating Plasma Enhanced Chemical Vapor
Deposition (PECVD) reactor has been used for sur-
face modification of potatoe starch, aimed at the
hydrophobization of its grains. Two working media,
such as tetramethylsilane (TMS)/argon mixture, or
methane have been used as working media. The re-
sults of the efficiency of surface hydrophobization of
potatoe starch grains, as a function of such process
parameters as: type of working gas, gas feed-in rate
and RF power input, are presented in this work.

Key Words: potatoe starch, plasma enhanced
CVD, hydrophobization

Introduction

Starch belongs to the most abundant natural polymers.
At the present time, starch is primarily used as a food in-
gredient. However, because of its known biodegradability,
availability and low cost it is also considered a component
in certain thermoplastic applications [1]. A composite ma-
terial where a polyolefine makes a matrix and starch plays
the role of a filler should constitute a good candidate for a
biodegradable packaging foil.
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Technologie kompozytéw czesto wymagaja mieszania sub-
stancji o znacznie rézniacych sie wtasciwosciach po-
wierzchniowych. Szczegdlnie wazny jest rozktad, zaréwno
w poliolefinie, jako matrycy, jak i w skrobi, jako wypetnia-
czu, pomiedzy dyspersyjnymi a polarnymi sktadnikami swo-
bodnej energii powierzchniowej, od ktérego silnie zalezy
proces zwilzania. Poliolefina taka jak polietylen, z bardzo
niskg wartosciag polarnego sktadnika energii powierzchnio-
wej [2], powoduje niewystarczajace zwilzanie ziaren skro-
bi, ktéra charakteryzuje sie wysokimi wartosciami tego
skfadnika. Skutkiem tego w kompozycie, w procesie jego
wyttaczania, tworza sie aglomeraty skrobi. Rozwigzaniem
problemu jest minimalizacja energii na powierzchni rozdzia-
tu polimer/skrobia [3]. Droga zas$ prowadzaca do tego roz-
wigzania jest taka modyfikacja skrobi, ktéra znacznie obni-
zy wartos¢ polarnego sktadnika jej energii powierzchnio-
wej i w konsekwencji poprawi warunki wzajemnego oddzia-
tywania matryca - wypetniacz. Procesy plazmochemiczne
sg powszechnie uznane jako sposoéb efektywnej hydrofo-
bizacji powierzchni polimeréw [4-6]. Niniejsza praca przed-
stawia zastosowanie obrotowego reaktora PECVD w celu
zwiekszenia hydrofobowosci skrobi ziemniaczane;.

Czesc doswiadczalna

Gléwng czescig zastosowanego reaktora PECVD jest
rurowy element o dtugosci 450 mm i o $rednicy 40 mm,
ktéry moze obracac sie z czestoscig od 0 do 60 RPM. Re-
aktor ten jest wyposazony w uktad zewnetrznych elektrod,
do ktérych energia wysokiej czestotliwosci (13.56 MHz)
dostarczana jest z generatora w.cz. firmy Plasma Products
RF5S poprzez recznie regulowany uktad dopasowania
mocy. Do kontroli szybkosci przeptywu gazowych mediow
roboczych zastosowano regulatory przeptywu typu MKS
1179. Szybkos¢ przeptywu par ciektego medium (TMS) jest
kontrolowana zaréwno przez temperature jak i ciSnienie w
zbiorniku, a technika rate-of-rise jest uzyta do jej pomiaru.
Cykl modyfikacji skrobi zaczyna sie od ustalenia przepty-
wu medium roboczego oraz szybkosci obrotéw elementu
rurowego, po czym w reaktorze inicjowane jest wytadowa-
nie jarzeniowe wysokiej czestotliwosci. Zawarta w reakto-
rze skrobia jest efektywnie mieszana, umozliwiajac depo-
zycje plazmowag oraz modyfikacje kazdego ziarna. Opisa-
ny reaktor obrotowy jest przedstawiony schematycznie na
RYSUNKU 1a, zas zdjecie reaktora podczas pracy poka-
zane jest na RYSUNKU 1b.

Jako media robocze uzyte zostaly gazy reaktywne takie
jak metan oraz mieszanina TMS/Ar. Modyfikacja plazmo-

PRESSURE
ROTARY GAUGE
MECHANISM
MASS
MATCHBOX THROTTLE FLOW
VALVE CONTROLER
RF
VACUUM GAS
PUMP INLET

RYS. la. Schemat obrotowego reaktora
plazmowego w.cz.

FIG. 1a. Schematic representation of the rotating
RF plasma reactor.

Technologies of composite materials often require mixing
substances of significantly differing surface properties.
Particularly important is the distribution of the free surface
energy, of both a polyolefine as a matrix and starch as a
filler, between dispersive and polar components, on which
the process of wetting is strongly dependent. A polyolefine,
such as polyethylene, with a very low polar component of
its surface energy [2], does not sufficiently wet the surface
of starch grains, characterized by a relatively high polar
component. As a result, agglomerates of starch in polymer
are easily formed in the extrusion process. An obvious so-
lution to this problem is a minimization of the surface en-
ergy of the interface polymer/starch [3]. One way to realize
this process is through such a modification of the surface
energy of starch, which will significantly lower the polar
component of this energy and, consequently, improve the
conditions of matrix-filler interactions. Plasma processes
are well known to be effective in hydrophobization of poly-
mer surfaces [4-6]. This work describes an application of a
rotating RF plasma reactor for that purpose, and particu-
larly for the purpose of hydrophobizing potatoe starch.

Experimental

The main part of the reactor is a 450 mm long tubular
element, 40 mm in diameter, that may be rotated with the
frequency ranging from 0 RPM to 60 RPM. The reactor is
equipped with a set of external electrodes, to which the RF
power is supplied from the Plasma Products RF5S power
generator through a self-designed matching circuit. MKS
1179 AX mass flow controllers are used to control the flow
rates of gaseous media. The flow rate of a vapour of liquid
medium (TMS) is controlled by both the temperature and
the pressure of a liquid container, and the rate-of-rise tech-
nigue is used to measure its magnitude. A starch modifica-
tion cycle starts with setting the flows of working media,
then the rotation of the tubular element with a selected RPM
value is introduced, and finally radio frequency plasma is
generated in the reactor. Powdered starch contained in this
reactor is stirred effectively, thus enabling an effective
plasma deposition or modification of the surface of each
grain. A schematic representation of the rotary reactor is
shown in the FIGURE 1a and a photograph of the reactor
at work are presented in the FIGURE 1b.

Reactive gases such as methane, and TMS/Ar mixture
have been used as working media. Methane plasma modi-
fication was performed at two different magnitudes of flow
rate, namely at 2 sccm and 6 sccm, while TMS/Ar plasma
modification was carried out at the total flow rate of 7 sccm,

RYS. 1b. Reaktor podczas pracy.
FIG. 1b. Reactor at work.



wa przy uzyciu metanu wykonana zostata dla dwéch roz-
nych szybkosci przeptywu wynoszacych 2 i 6 sccm, pod-
czas gdy modyfikacja plazmowa za pomoca mieszaniny
TMS/Ar zostata przeprowadzona przy catkowitej szybko-
Sci przeptywu 7 sccm oraz stosunku TMS do Ar wynosza-
cym 1:6. W kazdym z przypadkéw moc wytadowania byta
uzyta jako parametr operacyjny, dobierany w taki spos6b
aby zoptymalizowac proces hydrofobizacji. Cisnienie pro-
cesu bylo utrzymywane na poziomie 400-420 mTorr.

Gtéwnym celem procesu modyfikacji jest uzyskanie hy-
drofobowosci powierzchni ziaren skrobi tj. zmniejszenie kata
zwilzania jej powierzchni przez wode. Poniewaz pomiar kgta
zwilzania jest w tych warunkach znacznie utrudniony, efek-
tywnos¢ procesu modyfikacji oceniana byta z zastosowa-
niem pomiaru wzniesienia kapilarnego wody w wypenio-
nej skrobig szklanej rurce o $rednicy 1,8 mm. Dodatkowo,
zawartos¢ wilgoci w prébkach skrobi zostata zmierzona gra-
wimetrycznie po dwutygodniowym ich przechowywaniu przy
wzglednej wilgotnosci atmosfery wynoszacej 70%.

Analizy FTIR wybranych prébek skrobi (zaréwno nie-
modyfikowanej jak i modyfikowanej) zostaly wykonane za
pomoca spektrometru FTIR firmy BioRad, model 175C wy-
posazonego w przystawke firmy Harric Sci. do badan pré-
bek z postaci sproszkowanej. System ten pozwala zareje-
strowa¢ widmo absorpcyjne z warstwy powierzchniowej
ziaren skrobi, na gtebokos$¢ 200-1800nm, w zaleznosci od
dtugosci fali promieniowania. Obrazy SEM ziaren skrobi
wykonane zostaly przy uzyciu skaningowego mikroskopu
elektronowego Hitachi F3000N.

Wyniki badan

Hydrofobizacja i aglomeracja skrobi

Wzniesienie kapilarne zmierzone dla skrobi nie modyfi-
kowanej wyniosto w przyblizeniu 60 mm. RYSUNEK 2
przedstawia wyniki tego wzniesienia dla skrobi modyfiko-
wanej metanem, przy przeptywie metanu wynoszacym 2
oraz 6 sccm, w funkcji czasu, przy czym parametrem jest
moc wytadowania w.cz. Wszystkie uzyskane wyniki miesz-
czg sie w zakresie od 7 do 25 mm, co wskazuje na znacz-
ny wzrost hydrofobowosci skrobi modyfikowane;.

Maksymalne wartosci wzniesienia kapilarnego z wykre-
sOw 2 a i 2 b, przedstawione zostaly na RYSUNKU 3 w
funkcji mocy wytadowania. Jak wida¢ na tym rysunku, wy-
niki otrzymane dla przeptywu wynoszgcego 2 sccm prze-

with the TMS to Ar ratio amounting to 1:6. In each case the
RF power was used as an operational parameter in the
process optimization. Process pressure was maintained at
the 400-420 mTorr level.

The principal aim of the modification process is a sur-
face hydrophobization of starch, i.e. a substantial decrease
of its water contact angle. Therefore, an assessment of the
process efficiency is comprised of measurements of capil-
lary rise of water in glass tubes (1,8 mm in diameter) filled
with starch. In addition, moisture content in the starch sam-
ples was measured gravimetrically after 2 weeks of their
storage under conditions of 70% of relative humidity.

FTIR studies of selected starch samples (both native
and modified) were performed with the help of a BioRad,
model 175C, FTIR spectrometer, equipped with a Harric
Sci. split-pea attachment and a silicon crystal. Such an
experimental configuration allows one to record IR absorp-
tion spectra from the surface layer of starch grains, down
to the depth of approximately 200 - 1800 nm, depending
on the radiation wavelength. SEM imaging of starch parti-
cles was carried out, using a Hitachi F 3000 N scanning
electron microscope.

Results

Hydrophobization and agglomeration

The measured water capillary elevation of native starch
exhibits approximately 60 mm. FIGURE 2 presents a set of
water elevation results for starch modified with methane
plasma, for the methane flow rate of: 2 sccm (a) and 6
sccm (b) and as a function of the RF power of maodifica-
tion. Since they all remain within the range of 7- 25 mm,
the water capillary elevation results shown in this figure
indicate much higher hydrophobicity than those obtained
for an unmodified starch.
es of RF power

In FIGURE 3, the maximum values of water capillary
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RYS. 2. Wyniki pomiaréw wzniesienia kapilarnego
wody skrobi modyfikowanej w plazmie metanu
dla predkosci przeptywu metanu wynoszacych:
2 sccm (a), oraz 6 sccm (b) przy réznych
wartosciach mocy wytadowania.

FIG. 2. Results of water capillary elevation for
starch modified with methane plasma at the flow
rate of methane of: 2 sccm (a), 6 sccm (b), and
different valu.
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RYS. 3. Maksymalne wzniesienie kapilarne wody
dla skrobi modyfikowanej metanem w funkcji
mocy wytadowania jarzeniowego.

FIG. 3. Maximum water capillary elevation.
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chodza przez minimum, podczas gdy dla wyzszego prze-
ptywu, wynoszacego 6 sccm, wykazujg one zaleznosé ma-
lejaca w catym zakresie zastosowanych wartosci mocy. Na-
lezy przypuszczaé, ze przebieg tej krzywej stanowi lewe
skrzydto zaleznosci, osiggajacej minimum przy wartosciach
mocy wyzszych niz 100 W. Stosowanie warto$ci mocy prze-
wyzszajacych ten poziom byto jednak niecelowe ze wzgle-
du na degradacje skrobi.

Pomiary zawartosci wilgoci wskazujg na znaczna rozni-
ce pomiedzy niemodyfikowana, a modyfikowanga skrobia.
Zawarto$¢ wody wynosi 15% dla niemodyfikowanej skro-
bi, oraz 1,5% dla skrobi modyfikowanej plazmowo w me-
tanie przy mocy wynoszacej 40 W i szybkosci przeptywu
metanu wynoszacej 6 sccm.

Obrazy mikroskopowe SEM skrobi niemodyfikowane;j i
modyfikowanej w metanie przedstawione sg na RYSUN-
KU 4. Jak wida¢ na zamieszczonych fotografiach, ziarna
wykazujg tendencje do aglomeracji. Tendencja ta jest co-
raz mniejsza ze wzrastajgca moca wytadowania w.cz. uzy-
tego do modyfikacji skrobi w plazmie metanu, i zgodnie ze
wzrastajaca hydrofobowoscia skrobi.

Wyniki wzniesienia kapilarnego wody dla skrobi modyfi-
kowanej plazmowo przy uzyciu mieszaniny TMS/Ar poka-
zane sg na RYSUNKU 5, przy czym zalezno$¢ maksymal-
nego wzniesienia kapilarnego od mocy wytadowania jarze-
niowego przedstawia Rysunek 5b. Zalezno$¢ ta charakte-
ryzuje sie ewidentnym i ostrym minimum w poblizu 20 W,
dla ktérego praktyczna wartos¢ wzniesienia kapilarnego
wynosi zero. Stanowi to najlepszy z uzyskanych wynikéw,
przy czym nalezy podkresli¢, ze dgznos¢ do tworzenia aglo-
meratow jest w tym przypadku znacznie nizsza niz zaob-
serwowana dla skrobi niemodyfikowanej. Takg tendencje
zaobserwowano na poziomie mikroskopowym, pokazanym
na RYSUNKU 6 w formie obrazu SEM.

Jak wida¢ na powyzszych obrazach mikroskopowych,
najlepszg separacje ziaren uzyskano dla prébki modyfiko-

elevation from Figure 2a and 2b are plotted against the RF
power. As seen in the figure, the results obtained at the
lower value of flow rate pass a minimum, while those ob-
tained for the higher one exhibit a decreasing tendency
within the entire range of power values used. The course
of this line very likely constitutes a left wing of another mini-
mum reaching dependence, which cannot be tracked along
higher RF power values due to starch degradation. In other
words, under these conditions the RF power of 100 Watt is
the highest power level at which no visible signs of degra-
dation take place.

Moisture content measurements show a large difference
between native and modified starch. The content of water
amounts approximately to 15% for native starch and to 1.5%
for starch plasma modified with methane at 40 Watt of RF
power and 6 sccm of methane flow rate. SEM micrographs
of unmodified and methane plasma modified starch are

RYS. 4. Obraz mikroskopowy SEM ziaren skrobi
niemodyfikowanej (a), i modyfikowanej w plazmie
metanu przy réznych wartosciach mocy: 20 W (b),
40 W (c) oraz 100 W (d).

FIG. 4. SEM micrographs of starch grains:
unmodified (a), and modified with methane
plasma at different RF power values: 20 Watt (b),
40 Watt (c), 100 Watt (d).
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RYS. 6. Obraz mikroskopowy SEM ziaren skrobi
modyfikowanej w plazmie TMS/Ar przy réznych
wartosciach mocy wytadowania jarzeniowego: 10
W (a), 20 W (b), 25 W (c) oraz 30 W (d).

FIG. 6. SEM micrographs of starch grains
modified with TMS/Ar plasma at different RF
power values: 10 Watt (a), 20 Watt (b), 25 Watt (c)
and 30 Watt (d).

TMS/Ar plasma modified starch is much lower than that
observed for the native material. What this tendency looks
like at the microscopic level, is presented in Figure 6 in the
form of SEM micrographs.

As seen in the above micrographs, itis the starch sam-
ple modified with TMS/Ar plasma at RF power of 20 Watt
(sample b), that exhibits the best separation of its grains. It
is the same sample that shows practically no water capil-
lary elevation in the hydrophobicity measurements.

FTIR studies

IR absorption spectra have been recorded for selected
samples. Principal structural features that constituted a
subject of interest were: 1) potential changes in the
carbonous network of starch (in both cases: methane and
TMS/Ar plasma modification) and 2) grafting of any silicon
containing surface functions, reflected in the presence of
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wanej w plazmie TMS/Ar przy mocy wytadowania jarze-
niowego wynoszacej 20 W. W pomiarach hydrofobowosci
ta sama prébka wykazuje praktycznie brak jakiegokolwiek
wzniesienia kapilarnego wody.

Analiza FTIR

Wybrane prébki skrobi poddane zostaly analizie przy
uzyciu absorpcyjnej spektrofotometrii w podczerwieni FTIR.
Zasadnicze cechy strukturalne, ktére byly przedmiotem
zainteresowania to: 1) zmiany stopnia usieciowienia skro-
bi (w obu przypadkach: dla plazmowej modyfikacji w meta-
nie i w mieszaninie TMS/Ar) oraz 2) mozliwos¢ szczepie-
nia zawierajgcych atomy krzemu grup funkcyjnych, ujaw-
niajaca sie w ewentualnej obecnosci takich wigzan jak Si-
C, Si-O, Si-H (w przypadku plazmowej modyfikacji w mie-
szaninie TMS/Ar).

Przy poréwnaniu przedstawionych widm ujawniaja sie
podobienAstwa pomiedzy wynikami plazmowej modyfikaciji
skrobi z zastosowaniem obydwu mediéw roboczych. Po-
dobienstwa te znalez¢ mozna gtéwnie w strukturze weglo-
wej powierzchni skrobi i polegajg one na podobnych zmia-
nach proporcji zintegrowanej absorpcji drgan rozciggaja-
cych wigzania C-H znajdujacego sie w réznych otoczeniach
chemicznych. Inne zakresy widma pozostaja w znacznej
mierze niezmienione. W szczegdélnosci charakterystyczny
jest brak widmie IR prébek modyfikowanych mieszaning
TMS/Ar pasm absorpcji odpowiadajacych zawartosci zwig-
zanego krzemu. Skoro jednak czasteczka tetrametylosila-
nu zawiera cztery grupy metylowe, to oderwanie tych grup
od atomu krzemu moze mie¢ podobny efekt jak przerwa-
nie wigzania C-H w metanie, prowadzac w rezultacie do

RYS. 7. Absorpcja IR w obszarze drgan
rozciggajacych wiagzania C-H dla: skrobi
niemodyfikowanej i skrobi modyfikowanej w
plazmie TMS/Ar (a) oraz skrobi modyfikowanej w
plazmie metanu przy réznych wartosciach mocy
wytadowania (b).

FIG. 7. C-H bond stretching IR absorption region
for: native and TMS/Ar (a) and methane (b),
plasma modified starch.

such bonds as Si-C, Si-O or Si-H bonds (in the case of
TMS/Ar plasma modification).

A brief comparison of the presented spectra reveals
extended similarities between the results of plasma modifi-
cation of starch with both types of working media. These
similarities are predominantly present in the structure of
carbon bonding, reflected in the proportions between inte-
grated absorption of stretching vibrations of C-H bonds in
different environment. Other absorption ranges remain to
a large extent unaltered and, in particular, no silicon con-
taining bonding has been found in the IR spectra of TMS/
Ar plasma modified samples. Since a molecule of
tetramethylsilane contains four methyl groups, splitting
these groups off the silicon atom should have similar effect
as breaking a C-H bond in methane. The fact that silicon
carbon bond has a lower bond energy (301 kJ/mole) than
hydrogen-carbon bond (416 kJ/mole) [7] explains why the
respective magnitudes of RF power necessary to introduce
required changes in the starch structure are substantially
lower for TMS than for methane.

In FIGURES 7a and 7b the band at 2972 cm™ is as-
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modyfikacji struktury weglowej powierzchni skrobi. Fakt, ze
wigzanie krzem-wegiel posiada nizsza energie wigzania
(301 kJ/mol) niz wigzanie wegiel-wodor (416 kJ/mol) [7],
wyjasnia dlaczego wartosci mocy potrzebne do wprowa-
dzenia obserwowanych zmian w jest znacznie nizsza dla
TMS niz dla metanu.

Na RYSUNKACH 7 a i 7 b pasmo absorpcji przy 2972
cm przypisane jest asymetrycznym drganiom rozciggaja-
cym wigzania C-H w grupach metylowych, pasma absorp-
Cji przy 2940 cm? i 2927cm? asymetrycznym drganiom
rozciggajacym tego wigzania w grupach metylenowych, zas
pasma absorpcji przy 2906 cm?i2883 cmjego drganiom
rozciggajagcym w systemach metinowych. Rejestrowane
zmiany polegajg na wzrastajacej liczbie zaréwno grup me-
tylowych jak i tréjfunkcyjnych ugrupowan metinowych w
poréwnaniu do zawartosci grup metylenowych. Podczas
gdy szczepianie grup metylowych na powierzchni prowa-
dzi bezposrednio do wzrostu jej hydrofobowosci, to zwiek-
szanie sie stosunku liczby grup metinowych do liczby grup
metylenowych $wiadczy o procesie powierzchniowego usie-
ciowienia. Wspétzalezno$¢ pomiedzy wzniesieniem kapi-
larnym wody a stosunkiem zawartosci ugrupowan CH/CH,
w badanych prébkach pokazuje, ze powierzchniowe usie-
ciowienie skrobi odnosi podobny skutek, zmniejszajac efekt
wzniesienia kapilarnego wody tzn. podwyzszajac hydrofo-
bowos¢ skrobi.

WhniosKki

Z przedstawionych powyzej wynikow wysnu¢ mozna
nastepujace wnioski:
1. Modyfikacja plazmowa materiatdw sproszkowanych
moze by¢ efektywnie prowadzona w przedstawionym ob-
rotowym reaktorze plazmowym w.cz.,
2. Opisany proces dobrze nadaje sie do hydrofobizacji skro-
bi ziemniaczanej,
3. Najlepszy efekt hydrofobizacji uzyskany zostat w przy-
padku modyfikacji skrobi przy uzyciu mieszaniny tetrame-
tylosilanu/argonu w tagodnych warunkach mocy w.cz.,
wynoszacej 20 W,
4. Zmiana strukturalng skrobi odpowiedzialna za jej hydro-
fobizacje jest prawdopodobnie jej powierzchniowe usiecio-
wanie potaczone ze szczepieniem niepolarnych grup me-

tylowych.
Podziekowania

Niniejsza praca byla wspierana przez Polski Komitet
Badan Naukowych, numer projektu TO8E 049 23, oraz przez
Centrum Doskonatosci NANODIAM V FP EU, numer pro-
jektu G5EMA-CT-2002-04050.

signed to asymmetric stretching vibrations of C-H bond in
methyl groups, the bands at 2940 cm™ and at 2927 cm to
asymmetric stretching vibrations of the same bond in meth-
ylene groups, and those at 2906 cm* and at 2883 cm™to
the stretching vibrations of this bond in methine systems.
Changes consist in an increase of a number of both me-
thyl groups and trifunctional methine moieties, as compared
to the content of methylene groups. While grafting methyl
groups leads directly to an increased hydrophobicity of the
surface, an increase of methine/methylene ratio suggests
a process of surface cross-linking. The correlation between
the water capillary elevation of starch, and the CH/CH, ra-
tio in the samples suggests that an increase of this ratio,
most likely connected with an enhancement of surface
cross-linking of starch, has an effect of lowering its water
capillary elevation potential, i.e. of increasing its
hydrophobicity.

Conclusions

Out of the presented results the following conclusions
may be drawn:
1. RF plasma modification of particulate materials may be
effectively carried out in the rotating plasma reactor, pre-
sented in this work.
2. The described process is well suited for the purpose of
surface hydrophobization of potatoe starch.
3. The best hydrophobizing effect has been achieved in
the case of tetramethylsilane/argon plasma modification of
starch under relatively mild conditions of RF power (20
Watt).
4. An alteration of starch structure responsible for its
hydrophobization appears to be its surface cross-linking
combined with grafting of non-polar methyl groups.
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