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Streszczenie

Materiaty metaliczne, miedzy innymi stopy tytanu
posiadajg liczne wiasciwosci, ktore pozwalajg na ich
czeste stosowanie do produkcji wyrobéw biomedycz-
nych. Wszystkie urzgdzenia przeznaczone do celéw
medycznych przed uzyciem muszg przej$¢ proces
sterylizacji. W praktyce niektére z nich mogg byc¢
poddane wiecej niz jednemu cyklowi sterylizacji przed
umieszczeniem w ciele pacjenta. Pomimo tego, ze
sterylizacja jest jednym ze standardowych proceséw,
ktéremu podlegajg wszystkie implanty, moze byc¢
ona przyczyng zmian wtasciwo$ci powierzchniowych
materiatu. Celem niniejszej pracy byto sprawdzenie,
Jak proces wielokrotnej sterylizacji wptywa na wtasci-
wosci powierzchniowe oraz odpowiedz komorkowg
dla grupy probek wykonanych z dwéch stopéw tytanu:
Ti6AI4V i Ti6GAI7TNb. Wypolerowane probki obu stopow
zostaty poddane jednemu, pigciu oraz dziesieciu cy-
klom sterylizacji parowej. Probki zostaty przebadane
pod katem morfologii powierzchni (SEM) oraz sktadu
chemicznego (EDS), a takze topografii powierzchni
(profilometr) oraz zwilzalnosci (pomiar kata zwilzania
metoda kropli). Badania cytotoksycznosci i proliferacji
komorek zostaty przeprowadzone poprzez wykonanie
testu live/dead z wykorzystaniem komérek koSciotwor-
czych linii Saos-2. Przeprowadzone badania dowodzg,
ze wielokrotna sterylizacja powoduje pojawianie sie
zanieczyszczen na powierzchni materiatu oraz zwiek-
szenie grubosci warstwy tlenkowej. Wartosci energii
powierzchniowej oraz parametrow chropowatosci
wzrosty wraz ze wzrostem liczby cykli sterylizacji.
Proliferacja komoérek na wysterylizowanych prébkach
ze stopow tytanu byta mniejsza niz w przypadku stali
nierdzewnej oraz probki kontrolnej, chociaz zadna
Z probek nie wykazata cytotoksycznosci. Porownujgc
dwa przebadane stopy tytanu, mnigjsza proliferacja
zostata odnotowana na probkach Ti6AI7Nb.

Stowa kluczowe: Ti6AlI4V, Ti6AI7Nb, wielokrotna
sterylizacja, chropowatoSc powierzchni, zwilzalnosc,
biozgodnosc

[Inzynieria Biomateriatow 136 (2016) 11-20]

INFLUENCE OF THE MULTIPLE
STERILIZATION PROCESS ON
THE BIOMATERIAL PROPERTIES

DorotA BociaGa*, KrRzyszToF JASTRZEBSKI, ANNA OLEJNIK,
LipiA SWIATEK, MARTA MARCHWICKA

Lobz UNIVERSITY OF TECHNOLOGY,

INSTITUTE OF MATERIALS SCIENCE AND ENGINEERING,

DivisioN oF BIOMEDICAL ENGINEERING AND FUNCTIONAL MATERIALS
uL. STEFANOWsKIEGO 1/15, 90-924 + 6pz, PoLAND

*E-MAIL: DOROTA.BOCIAGA@P.LODZ.PL

Abstract

Due to their favorable properties, numerous me-
tallic materials, including titanium alloys are chosen
for biomedical applications. A final preparation step
before the implantation of a metallic biomaterial is
sterilization. In fact, some of the devices may undergo
a multiple sterilization process before they are placed
into the human body. Although sterilization is a part of
a standard procedure, it might affect the surface pro-
perties of the material. The purpose of this study was
to check the influence of multiple sterilization process
on surface properties and biological response of two
titanium alloys: Ti6Al4V and Ti6AI7Nb. Samples of
both alloys were mechanically polished and subjected
to 1, 5 or 10 stem sterilization cycles. Representative
samples from each group were examined in term of
surface morphology (SEM), chemical composition
(EDS), topography (profilometer) and wettability (ses-
sile drop technique). Cell proliferation and cytotoxicity
assay were carried out with the use of live/dead test
of Saos-2 osteoblast-like cells line. Examinations
showed that the multiple sterilization process caused
occasional appearance of contaminations on the sur-
faces, as well as increase in the oxide layer thickness.
Values of surface energy and surface roughness
parameters increased with the increasing number of
sterilization cycles. Proliferation of cells on the surface
of sterilized titanium alloys was lower than in the case
of stainless steel and control sample. At the same time,
none of the examined samples showed cytotoxicity.
Comparing two titanium alloys, considerably lower
number of cells was observed on Ti6AI7Nb surface.

Keywords: Ti6AI4V, Ti6AI7Nb, multiple sterilization,
surface roughness, wettability, biocompatibility
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Wprowadzenie

Materiaty uzywane do celdéw biomedycznych muszg
charakteryzowac sie nie tylko odpowiednimi wiasciwosciami
mechanicznymi i fizykochemicznymi, ale muszg réwniez
wiasciwie i bezpiecznie wspotpracowac z tkankami, z ktory-
mi pozostajg w statym kontakcie. Jedng z grup materiatéw,
ktére sg szeroko wykorzystywane w medycynie jest grupa
metali, ktore charakteryzujg sie dobrg biokompatybilnoscia.
Metale te dobrze sprawdzajg sie m.in. w przypadku im-
plantéw narazonych na wysokie obcigzenia. Ze wzgledu
na wysokg wytrzymatosc¢, sztywnosc¢ oraz odpornosc¢ na
pekanie, biomateriaty metaliczne uzywane sg przy produkcji
wkretow chirurgicznych, ptytek kostnych oraz endoprotez
stawéw kolanowych, biodrowych badz ramiennych [1].
Dzieki wysokiej biozgodnosci oraz odpowiednim wiasciwos-
ciom mechanicznym i fizycznym, stopy tytanu sg od wielu lat
jednymi z najczeséciej uzywanych metali do produkcji urzg-
dzen medycznych [2,3]. Przed uzyciem wszystkie wyroby
medyczne muszg przejs¢ proces sterylizacji. Sterylizacja
pozwala wyeliminowa¢ wszelkie mikroorganizmy, takie jak
bakterie, grzyby, wirusy i spory, obecne na powierzchni
materiatu. Nieodpowiednia sterylizacja moze doprowadzi¢
do infekcji, lub nawet do Smierci pacjenta [4]. W placowkach
medycznych najczesciej uzywang metodg sterylizacji jest
obecnie sterylizacja parowa. Sterylizacja parowa jest fatwo
dostepna, nieskomplikowana oraz bezpieczna dla srodo-
wiska, moze jednak powodowac réwniez zmiany struktury
materiatow, ktdre sg jej poddawane. Efektem czyszczenia
i wielokrotnej sterylizacji moze by¢ korozja oraz utlenianie
powierzchni metali [5].

Cechy powierzchni implantu, takie jak wtasciwosci che-
miczne, energia, topografia czy chropowatos¢ wptywajg na
to, jakie oddziatywania zachodzi¢ bedg pomiedzy implan-
tem a tkankami ciata. Kliniczne powodzenie implantu jest
w duzej mierze zalezne od wytworzenia sie odpowiedniego
potgczenia pomiedzy implantem a tkankami. Niewystarcza-
jgca osseointegracja moze spowodowac niskg wydajnosé
urzgdzenia [6,7]. Chropowato$¢ powierzchni wptywa na
proliferacje komoérek oraz synteze macierzy komérkowej
[8,9]. Zwiekszona chropowatos$¢ powierzchni powoduje
lepszg osseointegracje pomiedzy implantem a tkankami
[10-12], zaktada sie jednak, ze moze istnie¢ pewien prog
chropowatosci, powyzej ktérego proliferacja komorek staje
sie utrudniona [13]. Zwigekszona chropowatos$¢ powierzchni
moze wptywac korzystnie nie tylko na rodzaj oddziatywan
pomiedzy tkankami ciata a implantem, ale réwniez na
wiasciwosci mechaniczne potgczenia [14]. Zwilzalno$¢ po-
wierzchni biomateriatu, w potgczeniu z innymi jej cechami,
moze utatwia¢ adsorpcje biatek oraz wptywac na oddziaty-
wania pomiedzy tkankami twardymi i miekkimi na granicy
potgczenia implant-tkanki ciata. Powierzchnie hydrofilowe
utatwiajg adhezje i proliferacje komoérek w poczatkowej fazie
kontaktu z urzgdzeniem [15-18].

Niektore z implantow, takie jak ptytki do zespolen kost-
nych, zamiast w oddzielnych opakowaniach mogg wyste-
powac w zestawach, co wigze sie z ich przepakowywaniem
i ponowng sterylizacjg w przypadku, gdy zestaw nie zostat
zuzyty w catosci [19]. Niekiedy tez ptytki i Sruby sg przecho-
wywane razem z narzedziami chirurgicznymi wielokrotnego
uzytku, ktore sg sterylizowane przed kazdym zabiegiem [20].
Ze wzgledu na te sposoby pakowania i przechowywania, nie-
ktore zimplantéw mogg by¢ poddane wielokrotnej sterylizacji
zanim zostang umieszczone w ciele pacjenta. Dotychczas
wykazano, ze na prébkach tytanowych poddanych wielo-
krotnej sterylizacji pojawiajg sie przebarwienia. Zauwazono
tez zwiekszone wartosci kata zwilzania wodg oraz mniejszg
liczbe komodrek na powierzchniach badanych probek [21].

Introduction

To be applied in the biomedical field, material needs to
exhibit certain properties. Apart from suitable mechanical
and physicochemical characteristics, an appropriate and
safe interaction between tissues and given biomaterial is
required. One of the groups of materials that meet those
requirements is a particular group of metals that exhibit
good biocompatibility. Structural characteristics of metals
make them good candidates for the majority of load-bearing
implants. Their excellent strength, stiffness and resistance
to fracture make them suitable for screws, bone plates, as
well as knee, hip or shoulder prostheses [1]. Due to high
biocompatibility, as well as good mechanical and physi-
cal properties, titanium alloys have been one of the most
widely used metallic materials for medical purposes for many
years [2,3]. Prior to implantations, all medical devices must
undergo sterilization process. This process is of significant
importance, as it kills harmful microorganisms, including
bacteria, fungi, viruses and spores that could be present on
the surface. Inappropriate sterilization may lead to infections
and even death of patients [4]. When healthcare facilities
are considered, steam sterilization is currently the most
widely utilized method. Steam sterilization is easily acces-
sible, simple and environmentally safe, however, it can also
cause changes in the structure of materials. As the effect of
cleaning and multiple sterilization corrosion and oxidation
phenomena can occur on metallic materials surfaces [5].

Surface characteristics of implant, such as surface
chemistry, energy, topography and roughness affect the
interactions between the implant and host tissues. Clinical
success of implants is highly dependent on the configura-
tion of the interface between the implant and surround-
ing tissue - low osseointegration can cause poor implant
efficiency [6,7]. Surface roughness can have an impact on
such aspects as proliferation of cells, cells differentiation
and matrix synthesis [8,9]. Increased surface roughness
is usually correlated with better osseointegration between
implants and tissues [10-12], however, it was also reported
that there might exist a certain roughness threshold above
which proliferation becomes difficult [13]. Increased surface
topography was found to improve not only bone-to-implant
contact but also mechanical properties of the interface [14].
Surface wettability of a biomaterial, combined with other
surface characteristics, can influence protein adsorption as
well as hard- and soft- tissue interactions on the implant-host
interface. Due to the fact that less is known about how to
mimic intrinsic wettability of bone, wettability is not a focus
of most of the studies [15]. In the studies that have been
carried out it was found, that hydrophilic surfaces facilitate
cell adhesion, proliferation and differentiation at the early
stages [15-18].

Some of the implants, especially bone plate systems,
might be designed for repackaging and re-sterilizing if the kit
was not utilized, rather than being individually wrapped [19].
Sometimes plates and screws might be also kept in caddies
along with non-reusable surgical instruments, sterilized for
multiple surgeries [20]. Due to those ways of packaging
and storage some of the implants might undergo multiple
sterilization process before they are placed into the human
body. According to previous studies conducted on pure tita-
nium samples, the increased number of sterilization cycles
caused samples discoloration, increased water contact
angles and inhibition of cells attachment and spreading [21].
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W innym badaniu odnotowano niejednorodng warstwe
tlenkowg pojawiajgcg sie w wyniku wielokrotnej sterylizacji
drutéw wykonanych ze stali nierdzewnej stosowanych do
taczenia mostka. [22]. Przedstawione badania miaty na celu
okreslenie wptywu wielokrotnej sterylizacji oraz jej efektu
w zaleznosci od liczby cykli na wiasciwosci powierzchniowe
wybranych stopow tytanu, ktére sg powszechnie uzywane
przy wytwarzaniu biomateriatow: Ti6AI4V i TiGAI7NDb.

Materialy i metody

Do badan uzyto probek wykonanych z dwdch stopéw
tytanu - Ti6AI4V i TiIGAI7NDb (Bibus Metals, Polska), spetniaja-
cych odpowiednio normy ASTM B248 i ASTM F1295. Prébki
zostaty wyszlifowane mechanicznie przy uzyciu papierow
$ciernych (SiC) o nastepujgcej gradaciji: 80, 120, 220, 320,
500, 1200 i 2400. Po wyszlifowaniu zostaty one wypole-
rowane z zastosowaniem diamentowej pasty polerskiej
oraz wtokna polerskiego. W wyniku powyzszych proceséw
otrzymano prébki charakteryzujgce sie gtadka, lustrzang
powierzchnig. Probki zostaty wysterylizowane (15 minut
w temperaturze 121°C) przy uzyciu autoklawu (AS25 SMS).
Przygotowane zostaty trzy zestawy probek, z ktérych kazdy
poddany zostat innej liczbie cykli sterylizacji (1, 5 lub 10).

Wysterylizowane prébki zostaty przebadane pod kag-
tem morfologii (SEM) i sktadu chemicznego (EDS) przy
uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego (JEOL)
ze zintegrowanym analizatorem EDS X-MAX 80 (Oxford
Instruments). Analiza zostata przeprowadzona w dwdch try-
bach obrazowania: SEI (secondary electron imaging — przy
uzyciu elektronéw wtérnych) i BSE (backscattered electron
imaging — przy uzyciu elektronéw wstecznie rozproszo-
nych). Powierzchnia kazdej z probek zostata zobrazowana
w dwdch obszarach przy uzyciu réznych powiekszen (500x,
1000x i 5000x). Analiza EDS zostata przeprowadzona
przy powigkszeniu 500x w dwoch wybranych obszarach.
Dodatkowo przeprowadzona zostata punktowa analiza EDS
w celu identyfikacji zanieczyszczen obecnych na powierzch-
ni badanych proébek. Profilometr firmy Hommel Tester T100
zostat uzyty do zbadania chropowatosci powierzchni kazdej
probki. Podczas pomiaru uzyskane zostaty trzy rézne para-
metry chropowatosci: maksymalna chropowatos$¢ (Rmax),
Srednia chropowatos¢ (Ra) oraz Wysokos¢ chropowatosci
od linii Sredniej wzdtuz odcinka pomiarowego (Rz). Pomiary
przeprowadzono w trzech ré6znych miejscach, na podstawie
czego wyznaczone zostaty srednie wartosci wybranych
parametrow chropowatosci. Analiza kata zwilzania zostata
przeprowadzona na aparacie Kriiss EasyDrop. Pomiar kata
zwilzania zostat wykonany w trzech réznych miejscach
kazdej z prébek i przy uzyciu dwdch cieczy: wody i dijodo-
metanu. Uzyskane warto$ci postuzyty do obliczenia energii
swobodnej w oparciu o model Owensa-Wendta zgodnie
Z ponizszymi réwnaniami (1-3):

2 : :
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v, - swobodna energia powierzchniowa cieczy pomiarowej

Ys - SWobodna energia powierzchniowa badanego materiatu
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powierzchniowej cieczy
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Another examination revealed occurrence of non-uniform
oxide layer at the surface of multi-sterilized sternal wire
made of stainless steel [22]. This study aimed to determine
the impact of multiple sterilization process and the effects
of various numbers of cycles on the surface properties of
two titanium alloys, that are commercially used as metallic
biomaterials - Ti6Al4V and Ti6AI7NDb.

Materials and Methods

The samples of Ti6AI4V and Ti6AI7Nb (Bibus Metals,
Polska), that meet the standards ASTM B348 and ASTM
F1295, respectively, were used for the investigation. Sam-
ples were ground subsequently using 80-, 120-, 220-, 320-,
500-, 1200- and 2400-grit SiC papers and then mechanically
polished with the use of diamond paste in order to obtain
smooth, mirror-like surfaces. The obtained samples were
next sterilized using autoclave AS25 SMS (121°C, 15 min).
Three groups of the samples were prepared for each tita-
nium alloy by applying 1, 5 or 10 steam sterilization cycles.

Microscopic examination of the sterilized samples was
conducted with the use of JSSM-6610LV scanning electron
microscope (JEOL) coupled with EDS X-MAX 80 analyzer
(Oxford Instruments). Two modes of imaging were used:
secondary electron imaging (SEI) and backscattered elec-
tron imaging (BSE). For each sample two different regions
were investigated under various magnifications (500x, 1000x
and 5000x). Additionally, the EDS analysis was performed
for two different regions under the magnification of 500x.
Moreover, the spot EDS analysis was also performed in
order to identify the impurities present on the examined
surfaces. Hommel Tester T1000 profilometer was used
in order to investigate surface roughness of the samples.
Three roughness parameters have been obtained during
the examination: maximum roughness (Rmax), average
roughness (Ra) and peak-to-valley roughness (Rz). The
average surface roughness parameters were calculated
from three measurements, performed in different spots on
the sample surface. Wettability of the material was assessed
with the use of sessile drop method and Kriiss EasyDrop
system. The measurements were performed in three dif-
ferent spots for each sample using two different liquids,
i.e. distilled water and diiodomethane. Having measured
contact angles for both liquids, surface free energy was
calculated using the Owens-Wendt model, according to the
following equations (1-3):

2 = 2
1+ cosB= = [(nggP i (YEYE)Z] (1)
d B
YL =YLt VL (2)
Ys = yg + ylS) (3)

v, - surface free energy of liquid
vs - surface free energy of the solid
yf Fof - individual components of the surface energy vy,
(dispersive and polar)
Y$ + ¥ -individual components of the surface energy vy
(dispersive and polar)
0 - contact angle on the liquid/solid boundary
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Wysterylizowane prébki uzyto réwniez do okreslenia

® o o o o o o yplywu wielokrotnej sterylizacji na odpowiedz biologiczna.

W tym celu wykorzystany zostat test live/dead oraz komorki
kosciotworcze linii Saos-2 (ATCC). Badania na komorkach
zostaty poprzedzone wyczyszczeniem probek w myjce
ultradzwiekowej z wykorzystaniem najpierw acetonu, na-
stepnie wody destylowanej, a na koniec etanolu. Jako
kontrole wykorzystano komorki niebedgce w kontakcie
z zadng powierzchnig metaliczng. Hodowle prowadzono
w medium hodowlanym Mc'Coy’s 5A (ATCC) przez 48 h
w standardowych warunkach (37°C, w atmosferze zawiera-
jacej 5% CO, 100% wilgotnosci). Wszystkie eksperymenty
przeprowadzone byly z poczatkowg gestoscig wysiewu
komoérek rowng 60000/cm?. Analiza proliferacji i cytotok-
sycznosci zostata przeprowadzona przy uzyciu testu live/
dead z wykorzystaniem Live/Dead Viability/Cytotoxicity Kit
(Molecular Probes). Po 48 h inkubacji, probki zostaty pod-
dane obserwacji przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego
(Olympus GX 71) wyposazonego w kamere cyfrowg (DP90).
Zdjecia zywych i martwych komodrek zostaty zrobione
w pigciu losowo wybranych miejscach na powierzchni
prébek. llos¢ zywych i martwych komérek na powierzchni
prébek zostata wyznaczona przy uzyciu programu Imaged.

W celu analizy statystycznej otrzymanych wynikéw
przeprowadzono jednokierunkowg analize wariancji (ANO-
VA), przy poziomie istotnosci p = 0,05. Dla p = 0,05 wyniki
zostaty uznane ze nieistotne statystycznie i oznakowane
nastepujgcymi symbolami: x, +, o, #.

Wyniki i dyskusja

Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie wptywu
wielokrotnej sterylizacji na zmiane parametréw powierzchni
dwéch stopéw tytanu: TiBAI7Nb i TiBAI4V. Na zdjeciach SEM
(RYS. 1) mozna zaobserwowac¢ wzrost chropowatosci po-
wierzchni probek, co zostato potwierdzone przez pozniejsze
badanie chropowatosci przy uzyciu profilometru.

The influence of the number of steam sterilization cycles
on the biological response of both titanium alloys was evalu-
ated using live/dead test and Saos-2 osteoblast-like cells
line (ATCC). Prior to the biological evaluation the samples
were ultrasonically cleaned: firstly in acetone, then in distilled
water and eventually in ethanol. After that, the steam sterili-
zation was performed (1, 5 or 10 cycles). Blank sample of cell
culture were used as control sample. Cells were seeded on
the examined samples and cultured in McCoy’s 5A (ATCC)
medium for 48 h in standard conditions (37°C, humidified
atmosphere of 5% CO, in air). All cell culture experiments
were performed with an initial seeding density of 60000/cm?.
For the evaluation of proliferation and cytotoxicity a Live/
Dead Viability/Cytotoxicity Kit (Molecular Probes) was used.
After 48 h the samples were observed under the fluores-
cence microscope (Olympus GX 71) equipped with a digital
camera (DP90). The images showing the live and dead
cells on the surface of the examined samples were taken
in five different spots. Images were superimposed and the
number of live and dead cells was calculated with the use
of ImageJ software.

The statistical analysis of the obtained results was per-
formed using the one-way analysis of variance (ANOVA) with
a significance level of p = 0.05. The results with p = 0.05
were considered to be not statistically significant and were
marked using the following symbols: x, +, o, #.

Results and Discussion

The aim of the study was to evaluate the influence of the
multiple sterilization process on surface properties of two
titanium alloys: Ti6AI7Nb and Ti6Al4V. FIG. 1 presents the
SEM images of the examined surfaces. It may be observed
that surfaces became more rough, what was confirmed by
the profilometer examination.

1 cycle of sterilization/
jeden cykl sterylizacji

L4

¥

Ti6AI7Nb

Ti6Al4V

5 cycles of sterilization/
|piec cykli sterylizacji

10 cycles of sterilization
dziesigc cykli sterylizacji

RYS. 1. Zdjecia SEM probek Ti6AlI7Nb i Ti6Al4V po jednym, pieciu i dziesieciu cyklach sterylizacji przy 1000x

powiekszeniu.

FIG. 1. SEM images of Ti6AI7Nb and Ti6Al4V samples after 1, 5 and 10 sterilization cycles at the magnification

of 1000x.
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Na powierzchni wielokrotnie wysterylizowanych proé-

® e o o 00 o bek mozna byto zaobserwowac brgzowe przebarwienia.

Poprzednie badania dotyczace tego zjawiska wskazuja, ze
przyczyng jest miejscowa kondensacja wody oraz zwigksze-
nie grubosci warstwy tlenkowej [21,23]. Podczas procesu
sterylizacji, w podwyzszonej temperaturze, tytan reaguje
z tlenem i wodorem powstatymi podczas dekompozycji wody,
powodujgc pojawienie sie zanieczyszczeh na powierzchni
materiatu oraz zmiane wiasciwosci powierzchni [24,25].
Przeprowadzona analiza sktadu chemicznego metodg EDS
réwniez wykazata zamiany we wtasciwosciach chemicznych
powierzchni zachodzgce na skutek wielokrotnej sterylizacji.
Wzrost intensywnosci pasma pochodzacego od tlenu $wiad-
czy¢ moze o zwiekszonej grubosci warstwy tlenkowej. Nie-
ktore z poprzednich badan dotyczgcych sterylizacji parowe;j
wykazaty na powierzchniach obecnos¢ wegla, azotu i fosfo-
ru, pojawiajgca sie w skutek zanieczyszczen ze srodowiska
[11,26]. Podczas obecnych badan na powierzchni probek
réwniez zaobserwowano obecnos¢ wegla, nie wykryto jed-
nak azotu czy fosforu. Dodatkowo, badanie EDS (RYS. 2)
wykazato obecnos¢ krzemu na powierzchni badanych pro-
bek, co moze by¢ spowodowane obecnoscig pozostatosci
po procesie szlifowania (osadzanie sig¢ czasteczek pocho-
dzacych z papierow Sciernych wykonanych z SiC).

Analiza EDS ujawnita réwniez zmiany w sktadzie che-
micznym powierzchni. Zwigkszona intensywnosc¢ piku
pochodzacego od tlenu wskazuje, ze grubos¢ warstwy
tlenkowej jest zwiekszona (RYS. 3).

Na podstawie badan profilometrem wyznaczone zostaty
trzy parametry chropowatos$ci: Rmax (chropowato$¢ maksy-
malna), Rz (wysokos¢ chropowatosci od linii Sredniej wzdtuz
odcinka pomiarowego) oraz Ra ($rednia arytmetyczna
odchylenia profilu). Podczas gdy wartosci Ra nie ulegty
zdecydowanej zmianie, zaobserwowano znaczacy wzrost
parametru Rmax wraz ze wzrostem ilosci cykli sterylizacji
(RYS. 4). Najwieksze wartosci Rz zostaty zmierzone dla
prébek poddanych dziesieciu cyklom sterylizacji. Zmiany
w wartosciach parametrow Rmax oraz Rz na skutek wielo-
krotnej sterylizacji mogg wynika¢ z wystepowania miejsco-
wych zanieczyszczen powierzchni i zwiekszenia grubosci
warstwy tlenkowe;j.

Moreover, on the surface of the samples that were ex-
posed to multiple sterilization cycles, brownish stains were
observed. Previous studies related to this effect explained
this by the presence of contaminants at the localized water
condensation spots and increased thickness of the oxide
layer [21, 23]. In the increased temperature, which is present
also during the steam sterilization process, titanium can
react with oxygen and hydrogen formed by the decompo-
sition of water, leading to the presence of contaminations
and change of surface properties [24,25]. Current EDS ex-
amination also revealed changes in the surface chemistry.
The increased intensity of the peak corresponding to oxygen
suggests that the thickness of the oxide layer increased.
Furthermore, some previous studies reported that carbon,
nitrogen and phosphor were present on steam sterilized
surfaces as a result of the environment contaminations
[11,26]. In the present study carbon was also observed at the
surfaces of samples, however no nitrogen or phosphor was
detected. Additionally, the EDS analysis (FIG. 2) revealed
the presence of silicone, which may be due to the presence
of the residues from the process of surface preparation on
the sample’s surface (grinding on SiC papers).

Current EDS examination also revealed changes in
the surface chemistry. The increased intensity of the peak
corresponding to oxygen suggests that the thickness of the
oxide layer increased (FIG. 3).

Following surface roughness parameters obtained dur-
ing the profilometer measurements were taken into con-
sideration: Rmax (maximum), Rz (peak-to-valley) and Ra
(average). Although, no significant change in Ra parameter
was observed, the value of Rmax increased noticeably for
the samples exposed to the highest number of sterilization
cycles (FIG. 4). The highest values of Rz were measured
for samples after ten sterilization cycles. Those changes
in Rmax and Rz parameters, found as a result of multiple
sterilization, were associated with the occurrence of local
contaminations and thickening of the oxide layer.
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RYS. 4. Wartosci Rmax, Rz i Ra dla Ti6AI7Nb i Ti6Al4V po jednym, pieciu i dziesieciu cyklach sterylizaciji.
Symbolami oznaczono wyniki, w ktorych wystepuje brak réznic znamiennych statystycznie.
FIG. 4. Values of Rmax, Rz and Ra of Ti6AlI7Nb and Ti6Al4V samples after 1, 5 and 10 sterilization cycles.

Symbols denote results with no statistical significance.
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Analiza katéw zwilzania préobek Ti6AI7Nb i Ti6AI4V
wskazuje na istotng zmiane zwilzalnosci powierzchni po
wielokrotnej sterylizacji. Wraz ze zwiekszeniem liczby
cykli sterylizacji odnotowano zwigkszenie wartosci energii
powierzchniowej préobek. Po jednym cyklu w autoklawie
srednie wartosci kata zwilzania dla wody wynosity 57,3°
1+11° dla Ti6AI7Nb oraz 42,7° +5,2° dla Ti6Al4V. Dla pré-
bek poddanych dziesieciu cyklom sterylizacji zanotowano
znaczacy wzrost zwilzalnosci powierzchni (RYS. 5, 6,
TABELA 1). W tych przypadkach wzrost energii powierzch-
niowej probek spowodowat spadek wartosci kata zwilzania
dla wody ponizej wielko$ci mozliwej do zmierzenia. Mniej-
sze wartosci kgtéw zwilzania wskazujg na zwiekszong
hydrofilowos$¢ powierzchni. Uzyskane wyniki sg sprzeczne
z wczesniejszymi doniesieniami literaturowymi, ktére wy-
kazaty spadek energii powierzchniowej i wzrost hydrofobo-
wosci na skutek sterylizacji prébek wykonanych z czystego
tytanu [21,23]. Zmniejszenie wartosci kgtow zwilzania dla
wody po wielokrotnej sterylizacji probek moze by¢ spowo-
dowane zmianami wiasciwosci chemicznych powierzchni.
Sterylizacja parowa powoduje powstanie dwubiegunowej
charakterystyki powierzchni, co oznacza, ze moze ona
by¢ zaréwno donorem jak i akceptorem elektronow [23].
Wielokrotna sterylizacja moze wptywa¢ na rodzaj reak-
cji, ktore wystgpig na powierzchni probki. Temperatura
i ciSnienie podczas procesu wptywajg na grubosé warstwy
tlenkowej oraz stopien utlenienia powierzchni [26].

Examination of contact angles for Ti6AI7Nb and Ti6Al4V
samples revealed a substantial change in wetting properties
of the samples subjected to multiple sterilization cycles.
The increase in the number of sterilization cycles caused
also increase in samples surface energy. After one sterili-
zation cycle the values of water contact angle were equal
to 57.3° £11° for TiBAI7Nb and 42.7° + 5.2° for Ti6AI4V.
The significant increase in surfaces wettability of samples
exposed to 10 sterilization cycles was observed (FIG. 5, 6,
TABLE 1). Due to considerable increase in surface energy
of the samples, values of water contact angle dropped below
measurable threshold. Lower values of water contact angle
indicate increased surface hydrophilicity. Those results are
in contradiction to studies conducted on pure titanium, ac-
cording to which the surface free energy decreases after
the multiple sterilization process, making the surface more
hydrophobic [21,23]. Decrease in contact angles after the
sterilization process can be caused by changes in surface
chemistry. Steam sterilized surfaces have bipolar surface
characteristics, which means they can be both electron
donor and acceptor [23]. The number of sterilization cycles
could have an influence on the character of the reactions
that occur on the surface of the samples. Temperature and
pressure during the steam sterilization can impact oxide
layer thickness as well as oxidation states of the surface [26].
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RYS. 5. Zdjecia kropli wody i dijodometanu umieszczonych na powierzchni prébek poddanych jednej, pieciu

i dziesigciu cyklom sterylizaciji.

FIG. 5. Pictures of drops of water and diiodomethane placed at the surface of Ti6AI7Nb and Ti6Al4V samples

after 1, 5 and 10 sterilization cycles.
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FIG. 6. Values of contact angle for water and diiodomethane for samples after 1, 5 and 10 sterilization cycles.
Symbols denote results with no statistical significance.

TABELA 1. Wartos¢ energii powierzchniowej Ti6AI7Nb i Ti6AI4V po jednym, pieciu i dziesieciu cyklach sterylizacji.
TABLE 1. Values of surface energy of Ti6AI7Nb and Ti6Al4V samples after 1, 5 and 10 sterilization cycles.

Samples Sktadowa polarna Sktadowa dyspersyjna Total surface
Polar component Dispersive component free energy
[mJ/m?] [mJ/m?] Catkowita energia
powierzchniowa
[mJ/m?]
1 sterilization cycle
] cykll Is?erlylizagji 21.247.2 25.07 +1.79 4634556
! 5 sterilization cycles
Ti6AI7Nb 5 cykli sterylizagji 19.7 4.1 29.13 +0.37 48.8 £3.8
10 sterilization cycles
10 cykli sterylizaciji B B B
1 sterilization cycle
1 Cyk,' ;er'ylizaéi 33.4 45.8 221429 55.542.9
. 5 sterilization cycle
TiBAI4V 5 cykli sterylizagji 32.37 £0.44 241421 56.5 +2.6
10 sterilization cycle
10 cykli sterylizaciji : : .

Proliferacja komdrek na powierzchniach prébek Ti6AI7Nb

As far as biological response is concerned, the prolifera-

O ] i TIGAI4V po wielokrotnej sterylizacji byta znaczgco nizsza tion of osteoblast-like cells decreased for all Ti6AI7Nb and
niz dla prébek kontrolnych i stali nierdzewnej AlSI 316 LVM Ti6Al4V samples when compared to control sample and AISI
™ < (RYS. 7). Zadna z prébek nie wykazata cytotoksycznosci 316 LVM stainless steel (FIG. 7). However, it must be noted

- nie zanotowano zwiekszonej liczby martwych komodrek
w poréwnaniu do probki kontrolnej. Co wiecej, najnizszg licz-
be martwych komérek odnotowano na powierzchni Ti6Al4V
po pieciu i dziesieciu cyklach sterylizacji. Liczba komérek
na powierzchni prébek ze stopu Ti6Al7Nb byta mniejsza niz
w przypadku stopu TiGAI4V.

that none of the examined samples exhibited cytotoxicity
towards the Saos-2 cells - no increase in the number of dead
cells was noted in comparison to control sample. In fact,
the lowest number of dead cells was observed on the sur-
face of Ti6Al4V samples after 5 and 10 sterilization cycles.
The number of cells on the surface of Ti6AI7Nb samples
was lower than for the samples made of Ti6AI4V.
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réznic znamiennych statystycznie.

FIG. 7. Live/dead cells assay results for control, stainless steel and Ti6AI7Nb and Ti6Al4V samples after 1, 5
and 10 sterilization cycles. Symbols denote results with no statistical significance.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze proces wielo-
krotnej sterylizacji wptywa na wtasciwosci powierzchniowe
stopow tytanu, powodujgc zmiany zaréwno chropowatosci,
jak i zwilzalnosci. Zaobserwowano wzrost chropowatosci
dla prébek poddanych pieciu i dziesieciu cyklom sterylizacji.
Zwilzalnos$¢ prébek nie zmienita sie znaczgco po pieciu ste-
rylizacjach, jednak dziesiec¢ cykli sterylizacji spowodowato
znaczacy wzrost hydrofilowosci powierzchni oraz wzrost
energii powierzchni. Proliferacja komorek kosciotwdrczych
na powierzchni probek poddanych wielokrotnej sterylizacji
ulegta zmniejszeniu w poréwnaniu do kontroli. Nie od-
notowano jednakze bezposredniej zaleznosci pomiedzy
zamianami w proliferacji komdrek a zmianami wtasciwosci
powierzchniowych. Zmiana wtasciwo$ci powierzchniowych
moze by¢ spowodowana wystepowaniem zanieczyszczenh
na powierzchni oraz zwigekszeniem sie grubosci warstwy
tlenkowej. Wtasnosci tej warstwy wptywajg na wydajnosé
implantu. Jednorodnosc¢ warstwy tlenkowej jest konieczna
dla uzyskania dobrych wtasciwosci antykorozyjnych tytanu
i jego stopéw. Niejednorodna warstwa moze nie chronic
implantu kiedy znajdzie sie on w Srodowisku biologicznym.
Zmiany w stechiometrii, kompozycji chemicznej i grubosci
warstwy mogg by¢ réwniez zwigzane z uwalnianiem pro-
duktow korozji tytanu do Srodowiska tkankowego [27-29].

Whioski

Wyniki badan wykazaty, ze proces wielokrotnej steryli-
zacji powoduje zmiany w parametrach powierzchniowych
stopow tytanu Ti6AI7NDb i Ti6AI4V. Podwyzszona liczba cykli
sterylizacji parowej spowodowata pojawienie sie przebar-
wien oraz zwigkszenie grubosci warstwy tlenkowej. Lokalne
zwiekszenie grubosci warstwy tlenkowej moze negatywnie
wptywac na integralnos¢ urzadzenia kiedy zostanie ono juz
zaimplantowane. W wyniku zwiekszenia liczby cykli steryli-
zacji zwiekszeniu ulegta rowniez chropowato$¢ powierzchni.

The presented results showed that the multiple steri-
lization process affects various surface properties, such
as roughness and wettability. The increased number of
sterilization cycles resulted in increased surface roughness.
Wettability after five sterilization cycles changed slightly,
however, the substantial increase in surface hydrophilicity
and surface energy was observed after ten cycles. At the
same time, the proliferation of Saos-2 cells was lower for the
examined titanium alloys than for control samples, however,
no simple relationship between the change in cell proliferation
and the number of sterilization cycles as well as the resulting
surface properties could be found. This is due to the fact that
the number of cells on the surface of the examined samples
was not directly proportional to the changes in surface rough-
ness or wettability. The changes in the surface properties as
a result of multiple sterilization process may be attributed to
the occurrence of contaminants on the surface and increased
thickness of the oxide layer. Properties of the titanium
oxide layer were found to influence implant performance.
The uniformity of the oxide layer is crucial for good anti-
corrosive properties of titanium and its alloys. Non uniform
oxide layer will not protect implant sufficiently once itis in the
biological environment. Changes in the oxide stoichiometry,
chemical composition and thickness are also associated with
the release of titanium corrosion products [27-29].

Conclusion

Results of the performed research revealed that the
multiple sterilization process is responsible for changes
in surface properties of Ti6AI7Nb and Ti6AI4V titanium al-
loys. The increased number of steam sterilization cycles
resulted in the appearance of contaminations and thick-
ening of the surface oxide layer. Local thickening of the
oxide layer can have a negative influence on the surface
integrity if the implant once it is placed in the human body.
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Odnotowano takze wzrost energii powierzchniowej oraz
zmiany zwilzalnosci powierzchni, w tym wzrost hydrofilowo-
Sci, co moze wptywaé na zmienng odpowiedz biologiczng.
Podczas badan przeprowadzonych na hodowli komérkowe;j
odnotowano mniejszg liczbe komoérek na powierzchniach
prébek tytanowych niz w przypadku prébek kontrolnych.
Pomimo tego, zadna z przebadanych prébek nie wykazata
cytotoksycznosci. Sposrdéd dwéch uzytych stopow, na
powierzchniach wielokrotnie wysterylizowanych probek
TibAI7Nb zaobserwowano mniejszg liczbe komorek, oraz
wiekszy stosunek liczby komoérek martwych do zywych.
Moze to sugerowaé, ze zmiany we wtasciwosciach po-
wierzchni wywotane sterylizacjg bardziej negatywnie wpty-
wajg na stop Ti6AI7Nb niz Ti6AI4V.
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As a result of multiple sterilization the surface roughness of
samples increased significantly. Multiple cycles of steriliza-
tion also led to increase in surface free energy and change
in surface wetting properties, i.e. increased hydrophilic-
ity, which may be the cause of changes in cell response.
Cell proliferation and cytotoxicity assay showed that cell
proliferation decreased in comparison to control samples.
At the same time, none of the samples exhibited cytotoxicity
towards the osteoblast-like cells. Among the examined sam-
ples, Ti6AI7Nb surfaces, that underwent multiple sterilization
process, were characterized by lowest cell proliferation and
highest dead to live cell ratio. This may suggest that changes
in surface properties caused by sterilization process affect
Ti6AI7Nb alloy more negatively than Ti6AI4V.
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