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Philips XL 30 with X-Ray microanalyser Link ISIS - EDX.

Conclusions

It was found that chemical  composition and structure of
HAP layers strongly depend on pH of sol solutions and final
thermal treatments. Most favorable  pH is in the 6.5-7.8 re-
gion. Apatite phase can be formed at temperatures  as low
as 4600C but much higher temperatures are necessary to
achieve better crystallization of HAP and higher density of
the layer.
Gelatin plays a positive role during preparation of HAP-
GELATIN sol for coating. It enhances the sol stability dur-
ing the formation of  amorphous, nanosized particles  of
hydroxyapatite from  Ca(NO3)2 - (NH4)3PO4 solutions.
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Introduction

Metal materials such as stainless steel or titanium and
its alloys are commonly used as the bone implants. The
modification of metal materials surface seems to be the ef-
fective method of improvement of implant - bone joint qual-
ity. The methods which do not require the high temperature
treatment of the covered implant (for example sol-gel,
elektrophoresis or biomimetic method) are one of  the most
advantageous way of layers setting [1]. The layer improve

fraktograficzn¹ wykonano na dyfraktometrze X'Pert produk-
cji Philipsa z u¿yciem promieniowania Cu Ka. Morfologiê
warstw HAP-GElATIN i ich sk³ad chemiczny badano przy
u¿yciu mikroskopu skaningowego Philips XL 30 z mikro-
analizatorem rentgenowskim Link ISIS-EDX.

Wnioski

Stwierdzono, ¿e sk³ad chemiczny i struktura warstw HAP
zale¿y w istotny sposób od pH zolu i od obróbki cieplnej.
Najkorzystniejsze warto�ci  pH to zakres 6.5-7.8. Faza apa-
tytowa mo¿e siê tworzyæ nawet w temperaturach tak niskich
jak 4600C jednak aby osi¹gn¹æ lepsze przekrystalizowanie
HAP i wy¿szy stopieñ zagêszczenia warstwy konieczne jest
wygrzewanie w wy¿szych temperaturach.
¯elatyna odgrywa pozytywn¹ rolê przy sporz¹dzaniu zolu
HAP-GELATIN dla otrzymywania pow³ok. ¯elatyna powo-
duje wzrost trwa³o�ci zolu podczas formowania siê amor-
ficznych nanocz¹stek hydroksyapatytu w wodnym roztwo-
rze soli wapnia i magnezu.
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Wstêp

Modyfikacja powierzchni, stosowanych jako implanty
ko�ci, materia³ów metalicznych wydaje siê byæ efektywnym
sposobem poprawy jako�ci po³¹czenia implant-ko�æ. Ko-
rzystnymi sposobami nak³adania pow³ok na implanty s¹
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the biological properties of implant and didn't worse its me-
chanical features. The covered layer decrease the nega-
tive influence on the implant-bone border, reduce the risk
of inflammatory state on the border and activate the sur-
face biologically as well as enable formation of chemical
bonds between the implant and alive tissue (as a conse-
quence the implant is better joined with bone). At the same
time the layer is a kind of specific barrier which prevent the
harmful substances penetration from metallic implant to alive
bone [2]. The layers which can be satisfied should be sta-
ble, chemically resistant in the aggressive medium such as
physiological salt solution and hermetic as well as be bio-
logically active. Biological activity is usually temporarily es-
timated on the base of hydroxyapatite growth possibility.
The chemical composition, the way of deposition , structure
and thickness of the layer are the main parameters which
decide about layers properties.

Experimental

Tee layers were deposited on the titanium alloy (Ti90/
Al6/V4) base using sol-gel and biomimetic method [3]. The
sol gel method is based on depositing by rising from one or
multicomponent sol with the constant speed. The sols are
usually prepared on the base of organic precursors of de-
sirable oxides. The method enable to obtain the layers on
different bases irrespective of their shape.  The layer forms
and condense as the result of hydrolysis, polycondensation
of the sol and evaporation of dissolvent during rising proc-
ess, in the room temperature. The final density and adhe-
sion the layer obtains during heat treatment in the tempera-
tures not higher than 600oC. The possibility of different com-
position sols application and obtaining the very pure and
homogeneous layers on different types of base materials
are the main advantage of sol-gel method. The thickness,
adhesion and density of the layers were regulated by com-
position, concentration and viscosity of sol, condense con-
ditions choice as well as repeated deposition of sol (sols)
on the base material. The modification of deposited sol, by
the addition of fine crystalline hydroxyapatite, was applied
too.

The biomimethic method is based on keeping the im-
plant in synthetic body fluid (SBF) in temperature of 37oC.
The process simulates the natural bone growth conditions
in the aggressive medium. Beside or in place of expecting
process of hydroxyapatite growth the dissolution or peeling
of the layer, and some other compositions (for example
chlorates) growth is possible as a result of implant contact
with SBF. This is the reason why biomimetic growth of hy-
droxyapatite was treated as preliminary test of biological
activity of the layer [4].

The following phosphor-silicate layers were selected to
later work:
- series a - layers obtained from  20NaCaPO480SiO2 sol,
- series b - layers obtained from  SiO2 sol with the addition
of fine crystalline natural hydroxyapatite,
- series c - layers obtained from  20NaCaPO480SiO2 sol
with the addition of fine crystalline natural hydroxyapatite.

The obtained layers were examined in order to define
their chemical and phase composition, crystallinity or amor-
phism and the morphology. The estimation of crystallinity
or amorphism of layers and, in some cases, fixing their phase
composition was made on the base of X-ray diffraction
method. The X-ray diffraction measurements enable to de-
fine the phase composition of crystalline materials in the
form of powder or layers on different bases. The measure-
ments were made using  X`Pert Philips and FPM Seifert
XRD7 diffractometer (monochromatic radiance with wave

metody nie wymagaj¹ce wysokotemperaturowej obróbki
termicznej pokrytego implantu, takie jak metoda zol-¿el,
elektroforeza czy metoda biomimetyczna [1].  Pow³oka po-
prawia w³a�ciwo�ci biologiczne implantu, nie wp³ywaj¹c na
jego w³a�ciwo�ci mechaniczne. Naniesienie pow³oki mini-
malizuje negatywne oddzia³ywania na granicy tkanka - im-
plant, zmniejsza ryzyko powstawaniu stanów zapalnych na
granicy, oraz uaktywnia powierzchniê biologicznie i umo¿li-
wia wytworzenie wi¹zañ chemicznych pomiêdzy implantem
a ¿yw¹ tkank¹, co w konsekwencji powoduje lepsze zako-
twiczenie implantu w ko�ci. Jednocze�nie pow³oka stanowi
swoist¹ barierê zapobiegaj¹c¹ przenikaniu substancji szko-
dliwych z metalicznego implantu do ¿ywej tkanki [2]. Po-
w³oki mog¹ce spe³niaæ powy¿sze funkcje powinny siê ce-
chowaæ trwa³o�ci¹, odporno�ci¹ chemiczn¹ w �rodowisku
agresywnym, jakim s¹ p³yny fizjologiczne ¿ywego organi-
zmu, odporno�ci¹ na �cieranie i szczelno�ci¹, a równocze-
�nie wykazywaæ w³a�ciwo�ci bioaktywne (najczê�ciej wstêp-
nie okre�lane  na podstawie zdolno�ci narastania na jej
powierzchni hydroksyapatytu). O w³a�ciwo�ciach pow³oki
decyduje przede wszystkim jej sk³ad chemiczny, sposób
nanoszenia, struktura i grubo�æ.

Preparatyka

Pow³oki nanoszono na kszta³tki ze stopu tytanu (Ti90/
Al6/V4) metod¹ zol-¿el i metod¹ biomimetyczn¹ [3]. Meto-
da zol-¿el, polegaj¹ca na nak³adaniu metod¹ wynurzenio-
w¹ ze sta³¹ prêdko�ci¹ jedno lub wielosk³adnikowego zolu,
sporz¹dzonego najczê�ciej na bazie organicznych pochod-
nych, umo¿liwia sporz¹dzenie pow³ok na ró¿norodnych
materia³ach, niezale¿nie od ich kszta³tu. W wyniku postê-
puj¹cej hydrolizy i polikondensacji zolu oraz odparowania
rozpuszczalnika pow³oka formuje siê i zagêszcza ju¿ w trak-
cie wynurzania, w temperaturze pokojowej. Docelow¹ zwar-
to�æ i przyczepno�æ pow³oki uzyskiwano w wyniku usuniê-
cia rozpuszczalnika i resztek organicznych w procesie ob-
róbki termicznej w temperaturach nie wy¿szych ni¿ 600oC.
Zalet¹ metody zol-¿el jest mo¿liwo�æ zastosowania zoli o
ró¿norodnych sk³adach oraz uzyskania bardzo czystych,
jednorodnych pow³ok na rozmaitych pod³o¿ach. Grubo�æ,
przyczepno�æ i zwarto�æ warstw regulowano poprzez sk³ad,
stê¿enie i lepko�æ zolu, dobór warunków zagêszczania oraz
wielokrotne nanoszenie zolu/zoli na pod³o¿e. Stosowano
równie¿  modyfikacjê nanoszonego zolu, poprzez wprowa-
dzenie do niego cz¹stek sta³ych  hydroksyapatytu.

Metoda biomimetyczna polega na termostatowaniu im-
plantu pokrytego pow³ok¹ w syntetycznym osoczu (SBF) w
temperaturze 37oC, symuluj¹cym warunki naturalnego wzro-
stu ko�ci. SBF jest �rodowiskiem agresywnym, w zwi¹zku
z czym na skutek kontaktu implantu pokrytego pow³ok¹ ze
sztucznym osoczem, obok lub zamiast po¿¹danego zjawi-
ska narastania hydroksyapatytu, mo¿e wystêpowaæ roz-
puszczanie pow³oki, z³uszczanie siê pow³oki lub wytr¹ca-
nie zwi¹zków innych ni¿ hydroksyapatyt (np.: chlorków). Tym
samym biomimetyczny wzrost hydroksyapatytu traktowa-
ny by³ jako g³ówne wstêpne kryterium sprawdzaj¹ce jako�æ
pow³oki i jej w³a�ciwo�ci bioaktywne [4].

Do badañ wytypowano pow³oki fosforanowo-krzemiano-
we sporz¹dzone z zoli o nastêpuj¹cych sk³adach:
- seria a - zol 20NaCaPO480SiO2,
- seria b - zol SiO2 z dodatkiem naturalnego hydroksyapa-
tytu,
- seria c - zol 20NaCaPO480SiO2 z dodatkiem naturalnego
hydroksyapatytu.

Otrzymane pow³oki poddano badaniom, maj¹cym na celu
okre�lenie sk³adu chemicznego i fazowego, krystaliczno�ci
b¹d� amorficzno�ci pow³ok oraz ich morfologii. Ocenê kry-
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staliczno�ci b¹d� amorficzno�ci pow³ok oraz w przypadku
niektórych pow³ok okre�lenie ich sk³adu fazowego prowa-
dzono metod¹ dyfrakcji rentgenowskiej. Pomiary rentgeno-
graficzne (XRD) umo¿liwiaj¹ identyfikacjê fazow¹ materia-
³ów krystalicznych  w formie proszkowej, litej oraz cienkich
warstw na ró¿norodnych pod³o¿ach. Pomiary przeprowa-
dzono przy pomocy dyfraktometrów X`Pert firmy Philips oraz
FPM Seifert XRD7 (w obu przypadkach stosowane jest pro-
mieniowanie monochromatyczne o d³ugo�ci fali 1.5418A,
odpowiadaj¹ce linii CuKa, detekcja - licznik scyntylacyjny).
Badania pow³ok przeprowadzono w dwóch wariantach: ba-
daj¹c pow³okê na³o¿on¹ na pod³o¿e (metoda proszkowa
lub GID) lub badaj¹c sam materia³ zdrapany z pow³oki (me-
toda proszkowa). Ze wzglêdu na nisk¹ krystaliczno�æ lub
amorficzno�æ pow³ok oraz wysok¹ krystaliczno�æ pod³o¿a
badania prowadzone na próbkach typu warstwa na pod³o-
¿u metalicznym s¹ najczê�ciej ma³o czytelne. Z tego powo-
du do badania pow³ok na metalach wykorzystany zosta³
zespó³ optyki wi¹zki równoleg³ej (GID), w sk³ad którego
wchodz¹ szczeliny Sollera oraz monochromator na wi¹zce
ugiêtej. Wyd³u¿enie drogi wi¹zki w warstwie poprzez zasto-
sowanie sta³ego, niskiego (w=1-3o) k¹ta padania, pozwala
na polepszenie stosunku intensywno�ci refleksów zwi¹za-
nych z sam¹ warstw¹ do intensywno�ci refleksów zwi¹za-
nych z pod³o¿em, a tym samym na identyfikacjê fazow¹
materia³u warstwy w przypadku jej niskiej krystaliczno�ci.
Spektroskopia w podczerwieni (IR) jest nieniszcz¹c¹ meto-
d¹ umo¿liwiaj¹c¹ badanie pow³ok, zarówno krystalicznych
jak i amorficznych, na ró¿norodnych pod³o¿ach. Zakres
badañ obejmowa³  g³ównie: analizê fazow¹ pow³ok na ró¿-
nych pod³o¿ach, rozró¿nianie faz krystalicznych i amorficz-
nych, identyfikacjê ugrupowañ OH- i H2O czy grup wêgla-
nowych wbudowanych w strukturê pow³oki itd., przy pomo-
cy w spektrometrów fourierowskich BioRad: FIR-FTS60v,
MIR-FTS60v, Excalibur z mikroskopem UMA500, NIR-MIR
FTS6000 z przystawk¹ ramanowsk¹ i laserem Nd-YAG.
Morfologia otrzymanych pow³ok, ocena ich homogeniczno-
�ci oraz szacunkowa mikroanaliza chemiczna pow³ok wy-
konana zosta³a z zastosowaniem mikroskopu scanningo-
wego z przystawk¹ do mikroanalizy rentgenowskiej (FEI/
Philips ESEM XL30 TMP z EDX-EDAX  (BSE - detektor
Centaurus)).

Dyskusja wyników

Analiza rentgenogramów otrzymanych pow³ok wykaza-
³a, ¿e pow³oki te maj¹ charakter drobnokrystaliczny, ze
znaczn¹ domieszk¹ fazy amorficznej (zw³aszcza w przy-
padku serii b). Na podstawie wyników badañ przeprowa-
dzonych technik¹ GID mo¿na przypuszczaæ, ¿e dominuj¹-
cymi fazami krystalicznymi w próbkach serii a oraz c s¹
krzemiany i fosforany wapnia, natomiast w próbkach serii b
fosforany wapnia. Pomiary rentgenowskie przeprowadzo-
no ponownie dla ka¿dej próbki po cyklu termostatowania w
sztucznym osoczu (SBF) oraz po wygrzaniu termostatowa-
nych pow³ok w temperaturze 600oC. Rentgenogramy
wszystkich próbek po termostatowaniu w SBF wskazuj¹ na
obecno�æ w próbkach fosforanów wapnia (ze wzglêdu na
nisk¹ krystaliczno�æ nie mo¿na stwierdziæ, czy jest to jedna
faza, czy mieszanina kilku fosforanów). W wyniku wygrze-
wania próbek na rentgenogramach pojawiaj¹ siê piki cha-
rakterystyczne dla hydroksyapatytu. Analiza zdjêæ z mikro-
skopu scanningowego i mikroanalizy punktowej pozwala na
potwierdzenie powy¿szych wniosków. Aby w pe³ni potwier-
dziæ, ¿e na wszystkich badanych pow³okach nastêpuje
wzrost hydroksyapatytu (b¹d� apatytu) w warunkach ter-
mostatowania w SBF porównywano widma w podczerwie-
ni pow³ok przed i po termostatowaniu (RYS.1). Obecno�æ

length of 1.5418A - CuKa line; scintillatic counter). The two
variants of measurements were realised: for the layer on
the base material (GID and powder method) and for the
powdered layer scraped from the base (powder method).
The measurements of ceramic layer on the metallic base
are usually illegible because of very low crystallinity of lay-
ers and high crystallinity of the base.  Therefore the parallel
insident beam optics (grasing insidence diffraction - GID
method) with Soller slits and the monochromator on the dif-
fracted beam was used to examined the layers on metal
base. The extension of the beam way in layer, obtained
through using constant low glancing angle (w=1-3o), enable
to improve the ratio of peaks connected with the same layer
intensity to the peaks due to base material intensity. The
used method makes it possible to identify the phases in the
layer of low crystallinity.
The infrared spectroscopy enables the investigation of lay-
ers on the different bases, independently of their crystallin-
ity. The range of works included the phase analyse of lay-
ers deposited on different base materials, the identification
of crystalline and amorphous phases, discernment of OH- i
H2O or carbonate groups built in layer structure, using
BioRad fourier diffractometers: FIR-FTS60v, MIR-FTS60v,
Excalibur with microscope UMA500 and NIR-MIR FTS6000
with Raman equipment and Nd-YAG laser.
 The morphology, homogeneity and estimated chemical
microanalysis were made using FEI/Philips ESEM XL30
TMP z EDX-EDAX scanning microscope with X-ray
microanalyse detector  (BSE - detektor Centaurus).

Results and discussion

The analyse of X-ray diffraction patterns showed that the
layers are fine crystalline with the addition of amorphous
phase (especially in case of series b). On the base of GID
method results one can suppose that silicates and calcium
phosphates in case of series a and c while only calcium
phosphates in case of series b are the main phases in the
samples. The X-ray measurements were made again after
keeping in SBF as well as after heat treatment in tempera-
ture of 600oC. All the X-ray patterns for the samples after
keeping in SBF shows the peaks characteristic for calcium
phosphates. Because of low crystallinity it is impossible to
check if there is only one type of calcium phosphate or the
mixture of similar structure phosphates in the samples. Af-
ter the samples heating process the peaks characteristic
for hydroxyapatite can be observed on almost all X-ray dif-
fraction patterns. The analysis of scanning microscope pic-
tures and X-ray point microanalysis results enable to con-
firm the above conclusions. The next stage of the work led
to confirm the hydroxyapatite (or any kind of apatite) growth
during SBF keeping process. The IR spectroscopy spectra
for the samples before and after keeping in SBF were com-
pared. The presence of bands at about 565, 600, 1035
cm -1 testify to presence of apatite in the layers. If
hydroksyapatite is formed we can observe additionally the
bands at about 630 and 3570 cm-1. The bands in the range
of 1400-1650 cm-1 confirm the carbonate groups presence.
On the example of selected sample of a series (FIG.1) we
can observe the growth of intensity of the bands connected
with hydroxyapatite after keeping in SBF (spectrum 3). This
result confirm the bioactive properties of deposited layer.
The spectra of amorphous silica gel (spectrum 1) and crys-
talline synthetic hydroxyapatite (spectrum 4) are presented
to. The analogous results, confirming the hydroxyapatite
growth, were obtained in case of samples of all series.
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apatytu potwierdza obecno�æ na widmach w zakresie �rod-
kowej podczerwieni pasm przy ok. 565, 600, 1035 cm-1.
Je¿eli wykszta³ca siê hydroksyapatyt dodatkowo na widmie
pojawiaj¹ siê pasma przy ok. 630 i 3570 cm-1. Pasma w
zakresie 1400 -1650 cm-1 �wiadcz¹ o obecno�ci grup wê-
glanowych w wykszta³conym apatycie. Na przyk³adzie widm
wybranej próbki serii a (RYS.1) mo¿na zaobserwowaæ
wzrost intensywno�ci pasm charakterystycznych dla hydrok-
syapatytu po termostatowaniu w SBF, co potwierdza bio-
aktywne w³a�ciwo�ci naniesionej pow³oki. Dla porównania
na rysunku umieszczono widmo czystego amorficznego ¿elu
krzemionkowego (1) oraz syntetycznego, krystalicznego hy-
droksyapatytu (4). Analogiczne wyniki, potwierdzaj¹ce na-
rastanie apatytu (nie zawsze wykszta³conego hydroksyapa-
tytu), otrzymano dla próbek pozosta³ych serii.

Wnioski

1. Opracowano procedurê otrzymywania klarownych i sta-
bilnych w czasie zoli krzemianowych (o ró¿nym stê¿eniu
SiO2) i krzemianowo - fosforanowych oraz zoli z dodatkiem
naturalnego hydroksyapatytu.
2. Obserwacje i badania pow³ok otrzymanych z tych zoli
wskazuj¹ na mo¿liwo�æ korzystnej pod wzglêdem biologicz-
nym modyfikacji pod³o¿a. Otrzymane pow³oki s¹ amorficz-
ne lub drobnokrystaliczne (badania XRD), na podstawie
badañ w podczerwieni oraz badañ pod mikroskopem scan-
ningowym mo¿na stwierdziæ, ¿e w czasie termostatowania
nastêpuje bardzo powolne narastanie amorficznych fosfo-
ranów wapnia. Pow³oki wykazuj¹ lepsze w³asno�ci (przy-
czepno�æ, mniej spêkañ) w przypadku wielokrotnego na-
k³adania pow³oki na pod³o¿e i wyd³u¿enia czasu suszenia
pow³oki pomiêdzy jednym a drugim nak³adaniem warstwy.
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Conclusions

1. The procedure of clear and time stable silicate and
phospho-silicate sols with the addition of natural hydroxya-
patite was prepared.
2. All the measurements and observations show that the
layers obtained from the prepared sols can advantageously
modify the biological surface properties of the implants. The
obtained layers are amorphous or fine crystalline (XRD
measurements). The growth of apatite on the implant sur-
face, after keeping in SBF is observed on the base of IR
spectroscopy and scanning microscopy measurements.
Better properties of the layer (better adheion, the less
amount of cracks) can be obtained through several times
sol depositing and elongation of drying time during deposi-
tion proces.
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RYS. 1. Widma spektroskopowe w podczerwieni:
1) ¿elu krzemionkowego, 2) próbki serii a, 3) próbki
serii a po termostatowaniu w SBF, 4)
krystalicznego hydroksyapatytu.
FIG. 1. IR spectra of: 1) silica gel, 2) a series
sample, 3) a series sample after keeping In SBF,
4) crystalline hydroksyapatite.
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