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Streszczenie

W celu otrzymania biozgodnej i bioaktywnej war-
stwy na podfozach z czystego tytanu formowano
przy uzyciu metody hydrotermalnej hydroksyapatyt
Ca,,(PO,)s(OH), (HA) . Sporzadzenie takiego rodzaju
pokrycia np. na metalicznej protezie stawu biodrowego
poprawi integracje implantu z koscig. Aby przyspie-
szy¢ osadzanie sie HA na powierzchni metalu oraz
zwiekszy¢ jednorodno$c otrzymywanych warstw
stosowano rézne metody przygotowania powierzch-
ni: wytrawianie w kwasach (HF), zasadach (NaOH),
zanurzenie w roztworze o sktadzie soli podobnym
do skfadu osocza Krwi ludzkiej (roztworze Hanka).
Budowe czgsteczkowg tak otrzymanych warstw okre-
Slono przy uzyciu mikrospektroskopii ramanowskiej,
a ich jednorodnos¢ oceniano na podstawie obrazu z
mikroskopu optycznego sprzezonego z mikrospektro-
metrem ramanowskim.

W artykule dyskutowany jest wplyw modyfikacji
powierzchni metalu na jednorodno$c¢ powstatej w
procesie hydrotermalnym warstwy HA.

Stowa kluczowe: hydroksyapatyt, synteza hydroter-
malna, mikrospektrometria Ramana, przygotowanie
podfoza)

[Inzynieria Biomateriatow, 96-98, (2010), 16-20]

Wprowadzenie

Hydroksyapatyt Ca,,(PO,)s(OH), (HA) jest mineralnym
sktadnikiem kosci i zebdw. Cechuje sie doskonatg biozgod-
noscig oraz wysokg bioaktywnoscig — moze tworzy¢ trwate
wigzanie chemiczne bezposrednio z otaczajgca go koscig.
Hydroksyapatyt jest zwigzkiem stabo rozpuszczalnym w
wodzie, praktycznie nie rozpuszcza si¢ w zasadach, nato-
miast dobrze rozpuszcza sie w kwasach [1].

Syntetyczny HA posiada liczne zastosowania biome-
dyczne, zaréwno w ortopedii jak i stomatologii. Jednakze
z powodu stabej wytrzymatosci mechanicznej jako implant
moze by¢ stosowany jedynie w miejscach nienarazonych
na znaczne obcigzenia mechaniczne, natomiast czesto
jest stosowany jako powtoki na protezach metalicznych w
celu poprawy ich biozgodnosci i integracji z tkankg kostng
biorcy.

Powtoki HA najczesciej otrzymuje sie metodami napyla-
nia plazmowego [2-7], jako materiatu wyjsciowego uzywajac
proszkow HA. Mankamentem tej metody jest konieczno$é
zastosowania komercyjnych proszkéw HA oraz wytworzenie
wysokiej temperatury koniecznej do przeprowadzenia pro-
cesu. Do pokrywania powierzchni metalicznych hydroksy-
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Abstract

In order to obtain biocompatible and bioactive co-
ating hydroxyapatite Ca,,(PO,)s(OH), (HA) film was
formed using hydrothermal method on pure titanium
substrates. Preparation of such type of coating on
metallic hip prosthesis should enhance implant’s
osseointegration. To accelerate HA precipitation on
metal surface and to increase the homogenity of the
coating different methods of surface preparation were
used: acid etching (HF), alkali treatment (NaOH),
immersion in solution of composition close to the
salt composition of human blood plasma (Hank’s
solution). The molecular compositon of as-deposited
coatings was investigated by means of Raman mic-
rospectroscopy, and their homogeneity was assessed
by means of optical microscopy associated with the
Raman spectrometer.

In this paper the influence of Ti metal surface
modification on the homogeneity of the HA coating
obtained in hydrothermal process is discussed.

Keywords: hydroxyapatite, hydrothermal synthesis,
Raman microspectroscopy, substrate preparation

[Engineering of Biomaterials, 96-98, (2010), 16-20]

Introduction

Hydroxyapatite Ca,o(PO,)s(OH), (HA) is the mineral bone
component. It is highly biocompatible and bioactive — it can
form stable chemical bond directly with surrounding bone.
Hydroxyapatite water solubility is poor, and it is practically
alkali-insoluble but it is acid-soluble [1].

Synthetic HA has numerous biomadical applications, both
orthopaedic and dental. Due to its poor mechanical proper-
ties it can be used as an implant only in places not exposed
to high mechanical stress, but it is often used as coatings on
metallic prostheses in order to enhance their biocompatibility
and integration with recipient osseous tissue.

HA coatings are most frequently obtained by plasma
spraying methods [2-7], using HA powders as starting
material. The drawback of the method is the necessity to
use commercially available HA powders and to carry on the
process at high temperature. To cover metallic surface with
hydroxyapatite other methods are used such as ion methods
[8-10] (IBAD, ion sputtering, ion mixing), laser methods [3,11]
(PLD, laser ablation), chemical methods [3] (e.g. sol-gel)
and hydrothermal methods [12-15]. In all methods men-
tioned above commercially available HA is used as starting
material. Hydrothermal method is rarely used to synthesize
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TABELA 1. Wykaz sposobow przygotowania probek Ti.

TABLE 1. Specification of Ti samples preparation methods.

| Sposob przygotowania probek / Sample preparation method |

Brak dalszej modyfikacji (A) / Without further modifications (A)

7 dni w temperaturze pokojowej (B1) / 7 days at room tempe-

rature (B1)

Grupa A/ Group A
Trawienie w
Grupa B/ Group B Odttuszczenie w /12?02122?“
heksanie, acetonie 1M NaOH

i etanolu [19] / Deg-
reasing in hexane,

1h, t=90°C

Wygrzanie w piecu w 600°C przez 1h (B2) /
Heating at 600°C for 1h (B2)

Zanurzenie w HBSS na 24h (B3) / Immersion
in HBSS for 24h (B3)

acetone and etanol
[19]
Grupa C / Group C

Trawienie w mieszaninie 4% HF i 4% H,0, [20] przez 40s (C1) / Etching in
mixture of 4% HF and 4% H,O, [20] for 40s (C1)

Trawienie w 20% HF przez 20s (C2) / Etching in 20% HF for 20s (C2)

Grupa D / Group D

Zanurzenie w HBSS na 96h (D) / Immersion in HBSS for 96h (D)

apatytem stosuje sie rowniez metody jonowe [8-10] (IBAD,
napylanie jonowe, mieszanie jonowe), laserowe [3,11] (PLD,
ablacja laserowa), metody chemiczne [3] (np. zol-zel) i me-
tody hydrotermalne [12-15]. Wszystkie wymienione metody
wymagajg zastosowania komercyjnego HA jako materiatu
wyjsciowego. Bardzo rzadko stosuje sie metode hydroter-
malng jako sposéb na jednoczesng synteze i osadzenie
hydroksyapatytu na podtozu metalicznym [8,16-18].

Tytan jest jednym z najczesciej stosowanych materiatow
do produkcji endoprotez. Sam tytan jest materiatem biozgod-
nym [8], ale jego osteointegracja jest stosunkowo staba w
poréwnaniu do materiatéw zawierajgcych fosforan wapnia.
Uzycie powtok HA na implantach Ti moze zredukowac ry-
zyko przedwczesnej degradacji protezy.

Aby poprawi¢ szybkos¢ i jednorodnos¢ osadzania sie
warstwy hydroksyapatytu na powierzchni metalu stosuje sie
rézne techniki przygotowania powierzchni Ti. Po uprzednim
polerowaniu i odtluszczeniu prébek powierzchnie metalu
mozna podda¢ dalszej obrobce poprzez zanurzenie metalu
w roztworach kwasowych lub zasadowych i pézniejszemu
wygrzaniu w wysokiej temperaturze [8,14,18].

Celem niniejszej pracy byto okreslenie wptywu sposobu
przygotowania powierzchni Ti i dalszej jej obrébki na jed-
norodnos$¢ nanoszonej metodg hydrotermalng na jego po-
wierzchni w roztworze Hanka warstwy hydroksyapatytu.

Materiaty i metody

Ponizej opisano metody przygotowania powierzchni Ti
jako podtozy do osadzania HA metodg hydrotermalng.

Dostepny na rynku czysty tytan (99,9%, Koch-Light
Laboratory Ltd, Colnbrook) pocieto na kawatki o wymiarach
10x20x1,25mm i odtluszczono w kapieli ultradzwiekowe;j
przez 10 minut w kazdym z nastepujgcych rozpuszczal-
nikow: heksan, aceton i etanol [19]. Po kazdym etapie
kapieli ultradzwiekowej prébki ptukano wodg dejonizowang
i suszono na powietrzu.

Nastepnie prébki podzielono na cztery grupy: grupa
(A) kontrolna poza odttuszczeniem nie podlegata dalszej
modyfikacji; grupa (B) byta trawiona w 1M NaOH w réz-
nych warunkach i przez r6zny okres czasu; grupa (C) byta
trawiona w HF o réznych stezeniach; grupa (D) zostata
zanurzona w roztworze Hanka (HBSS) i pozostawiona w
nim przez okreslony czas. Szczegoty przygotowania probek
przedstawiono w TABELI 1. Sktad roztworu Hanka zostat
przedstawiony w TABELI 2.

and precipitate hydroxyapatite on metallic substrate in one
process [8,16-18].

Titanium is one of the most frequently used materials for
endoprostheses production. Titanium is biocompatible mate-
rial [8] but its osseointegration is relatively pure, comparing
to the materials containing calcium phosphates. The use of
HA coatings on Ti implants may reduce the risk of premature
prosthesis degradation.

In order to enhance precipitation rate and coating homo-
geneity of the hydroxyapatite on Ti metal different surface
preparation techniques are used. After sample preliminary
polishing and degreasing, the metallic surface can be the
subject of further modification by immersing the substrate
in acid or alkali solutions and posterior heating at high
temperature [8,14,18].

The aim of the study was to determine the influence of
Ti surface preparation and its further modification on the
homogeneity of the hydroxyapatite layer deposited on Ti in
Hank’s solution using hydrothermal method.

Materials and methods

Preparation methods of Ti surface as substrate for HA
precipitation using hydrothermal method are described
below.

Commercially available pure titanium (99.9%, Koch-Light
Laboratory Ltd, Colnbrook) was cut into pieces of dimen-
sions 10x20x1.25 mm, and degreased in ultrasonic bath
for 10 minutes in each of the following solvents: hexane,
acetone and ethanol [19]. After each solvent use the samples
were rinsed with deionised water and dried in ambient air.

TABELA 2. Skiad roztworu Hanka.
TABLE 2. Composition of the Hank’s solution.

Na,HPO,-2H,0
MgSO,-7H,0 0.06
Woda / Water 1000
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Synteze hydrotermalng przeprowadzano w autoklawach

® o @ o o o @ |gboratoryjnych umozliwiajacych przeprowadzanie reakciji

w temperaturze do 300°C i pod ci$nieniami do 20 MPa,
bez zastosowania duzych objetosci uzywanych roztworéw
(Autoklaw Laboratoryjny Model II, Roth, Niemcy). Synteze
prowadzono w 100 cm?® roztworu Hanka w temperaturze
od 120°C do 200°C, a czas reakcji zmieniat sie od 6 h do
10 h 20 min.

HA uzywany jako probka odniesienia zostat zakupiony
od firmy Merck, Niemcy. Wszystkie pozostate reagenty
posiadaty odpowiednig czystos¢ (do analizy, czda, POCh,
Polska) i zostaty uzyte bez dalszego oczyszczania.

Tak otrzymane prébki byty analizowane przy uzyciu
konfokalnej mikrospektroskopii Ramana o wysokiej rozdziel-
czosci na spektrometrze Nicolet Almega XR wysposazonym
w laser o diugosci fali 532 nm, w zakresie spektralnym od
400 do 4000 cm™'. Wykonano réwniez zdjecia otrzymanych
warstw uzywajgc mikroskopu optycznego wchodzgcego w
sktad spektrometru Nicolet Aimega XR.

Wyniki i dyskusja

Na RYS. 1 przedstawiono obraz z mikroskopu optycz-
nego warstw HA otrzymanych w wyniku syntezy hydro-
termalnej na tytanie tylko odttuszczonym (RYS. 1a) oraz
na tytanie zanurzonym w roztworze Hanka przez 96 h w
temperaturze pokojowej (RYS. 1b). Latwo zauwazy¢, ze
na tytanie poddanym jedynie odttuszczeniu hydroksyapatyt
osadzit sie w postaci nielicznych wysepek, natomiast na
podfozu zanurzonym w roztworze o sktadzie zblizonym
do osocza krwi ludzkiej — wyspy HA ulegty powiekszeniu
i zageszczeniu.

Then the samples were divided into four groups: control
group (A) after degreasing was not exposed to further
modification; group (B) was etched in 1M NaOH in different
conditions and for different times; group (C) etched in HF
of different concentrations; group (D) immersed in Hank’s
solution (HBSS) and left in it for definite time. The details of
sample preparation are shown in TABLE 1. The composition
of Hank’s solution is shown in TABLE 2.

Hydrothermal synthesis was performed in laboratory
autoclaves that enable reactions at temperature up to 300°C
and under pressure up to 20 MPa, without using large vol-
ume of solutions (Laboratory Autoclave Model I, Roth, GE).
The synthesis was carried on in 100 cm? of Hank’s solution
at the temperature from 120°C to 200°C and the reaction
time varied from 6 h to 10 h 20 min.

HA used as reference sample was purchased from Merck,
DE. All other reagents of analytical grade were used without
further purification (POCh,PL).

As-deposited samples were analyzed using high resolu-
tion confocal Raman microspectrometry Nicolet Aimega XR
equipped with laser of wavelength of 532 nm in spectral
range from 400 to 4000 cm™'. Pictures of the precipitated
coatings were made with optical microscope attached to
Nicolet Aimega XR spectrometer.

Results and discussion

FIG. 1 shows picture of HA coatings obtained in hydro-
thermal synthesis on titanium without any modifications
(FIG. 1a) and on titanium immersed in Hank’s solution
for 96h at room temperature (FIG. 1b). It is easy to notice
that on titanium which was only degreased hydroxyapatite

RYS. 1. Obraz z mikroskopu optycznego warstw HA otrzymanych na Ti: a) A b) D.
FIG. 1. Optical microscope picture of HA coating obtained on Ti: a) A b) D.

RYS. 2. Obraz z mikroskopu optycznego warstw HA otrzymanych na Ti po trawieniu w 1M NaOH a) B1, b) B2, c) B3.
FIG. 2. Optical microscope picture of HA coating obtained on Ti after etching in 1M NaOH: a) B1, b) B2, c) B3.
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RYS. 3. Obraz z mikroskopu optycznego warstw HA otrzymanych na Ti po wytrawianiu w roztworach kwasowych:
a) C1, b) C2.
FIG. 3. Optical microscope picture of HA coating obtained on Ti after etching in acid solutions: a) C1, b) C2.

Na RYS. 2 przedstawiono

precipitated in form of sparse

wyspy HA powstate na Ti pod- =

danym dziataniu 1M NaOH przez 400 -
24 h w temperaturze pokojowej
oraz na tytanie gotowanym w .
roztworze NaOH w temperatu-
rze 90°C przez 1 h, a nastepnie =7

wygrzanym przez godzine w
temperaturze 600°C w atmo-
sferze powietrza. Na RYS. 2c
przedstawiono obraz hydroksy-
apatytu osadzonego na tytanie C LI '
po grzaniu podtoza w 1M NaOH sy
w temperaturze 90°C przez 1 h, -
a nastepnie jego zanurzeniu Voo ly
w roztworze Hanka na 24 h.
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islands, but on the substrate
immersed in the Hank’s solution
the HA islands were larger and
closer to each other.

In FIG. 2 HAislands that were
formed on Ti after alkali treat-
ment in 1M NaOH for 24h at
room temperature (FIG. 2a) and
on titanium boiled in NaOH solu-
tion at the temperature of 90°C
for 1 h and posterior heated for 1
h at the temperature of 600°C in
ambient air (FIG. 2b) are shown.
In FIG. 2¢c hydroxyapatite precipi-
tated on titanium after substrate
heating in 1M NaOH at the tem-

HA widoczne jest w przypadku

perature of 90°C for 1 h and with

modyfikacji kolejno w 1M NaOH | RYS. 4. Widma ramanowskie warstw HA otrzy- posterior immersion in Hank’s
i w roztworze Hanka. Wiadomo = manych na Ti: a) bez dodatkowej obrobki, b) po  solution for 24 h is demonstrated.

[21-23], ze dziatanie na tytan | trawieniu w NaOH, c) po trawieniu w HF.

The highest concentration of HA

wodnym roztworem zasady so- = FIG. 4. Raman spectra of HA coatings obtained sjands was observed for modi-
dowej zwieksza bioaktywnos¢ | on Ti: a) without additional modification, b) after  fication in 1M NaOH followed by

osadzanie sie hydroksyapatytu
na powierzchni metalu.

Na RYS. 3 przedstawiono obrazy z mikroskopu optyczne-
go hydroksyapatytu osadzonego na tytanie po wytrawianiu w
kwasie fluorowodorowym. Wiekszg jednorodnosc¢ osadzania
mozna zaobserwowac w przypadku Ti trawionego w mie-
szaninie 4% HF i 4% H,0, niz w przypadku Ti trawionego
w 20% HF.

Na RYS. 4 poréwnano sktad molekularny otrzymanego
hydroksyapatytu na powierzchni tytanu bez dodatkowej
obrébki (RYS. 4a), tytanu poddanego dziataniu 1M NaOH
(RYS. 4b) oraz tytanu trawionego w HF (RYS. 4c). Na
wszystkich widmach widoczne sg pasma wibracyjne pocho-
dzace od wigzan wchodzacych w sktad grup PO,* (432-462
cm™ — v2; 566-590 cm™ — v4; 949-981 cm™ — v1; 1083-
1101 cm™ — v3), jak réwniez pasma pochodzace od wigzan
OH- (>3000 cm™).

immersion in Hank’s solution.
It is known [21-23] that alkali
treatment of metallic titanium
in sodium hydroxide enhances its bioactivity, facilitating
hydroxyapatite precipitation on the metal’s surface.

In FIG. 3 optical microscope pictures of HA precipitated
on titanium after etching in hydrofluoric acid are shown.
More uniformity of the coating can be seen in the case of Ti
etched in mixture of 4% HF and 4% H,O, than in the case
of Ti etched in 20% HF.

The molecular composition of hydroxyapatite obtained on
titanium surface without additional modification (FIG. 4a),
titanium after alkali treatment in 1M NaOH (FIG. 4b) and
titanium etched in HF (FIG. 4c) was studied with Raman
spectroscopy. In all spectra vibrational peaks coming from
bonds in PO,* group (432-462 cm™ — v2; 566-590 cm™ —
v4; 949-981 cm™” — v1; 1083-1101 cm™” — v3), as well as
peaks from OH- bonds (>3000 cm') can be observed.
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Whioski

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wnio-
skowac, ze jednorodnos$¢ osadzania sie hydroksyapatytu
na tytanie w procesie hydrotermalnym zalezy od sposobu
przygotowania podfoza.

Warstwa HA na Ti tylko po odttuszczeniu byta niejedno-
rodna. Po dodatkowym zanurzeniu Ti w roztworze Hanka
jednorodnos¢ osadzania ulegta znacznej poprawie.

Po poddaniu Ti dziataniu 1M NaOH zauwazono zwigk-
szenie jednorodnosci warstwy, najlepsze rezultaty zaob-
serwowano dla probki podgrzewanej w NaOH przez 1 h, a
nastepnie zanurzonej w roztworze Hanka przez 24 h.

Dla probek trawionych w roztworach kwasowych najsku-
teczniejsze okazato sie trawienie w mieszaninie zawiera-
cjacej 4% HF i 4% H,0,.

Generalnie najbardziej jednorodng warstwe sposréd
otrzymanych probek zaobserwowano dla prébki poddanej
dziataniu 1M NaOH w temperaturze 90°C, a nastepnie
zanurzonej w roztworze Hanka przez 24 h.
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Conclusions

On the base of the performed research it can be con-
cluded that the homogeneity of hydroxyapatite precipitation
obtained on titanium in hydrothermal process depends on
the substrate preparation method.

HA coating on titanium that was only degreased was high-
ly incoherent. After additional immersion of the Ti in Hank’s
solution the homogeneity of the precipitation increased.

After Ti alkali treatment in 1M NaOH increase of the
coating homogeneity was observed. The best results were
observed for the sample boiled in NaOH for 1 h and then
immersed in Hank’s solution for 24 h.

For samples etched in acid solutions the most efficient
was etching in the mixture containing 4% HF and 4%
H,O..

In general, the most homogenous coating was observed
for Ti substrate modified by alkali treatment in 1M NaOH
at the temperature of 90°C and then immersed in Hank’s
solution for 24 h.
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