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Zastosowanie spektroskopii ramanowskiej do analizy
powtok hydroksyapatytowych natryskanych plazmowo

Possibilities of application Raman spectroscopy to analysis
of plasma sprayed hydroxyapatite coatings

Streszczenie

W artykule zostaty przedstawione wyniki badan powtoki
hydroksyapatytowej naniesionej metodg plazmowa. Analiza
zmian struktury naniesionej powtoki zostata przeprowadzo-
na metodg spektroskopii ramanowskiej. W celu oszacowa-
nia niejednorodnosci struktury fizykochemicznej wykonano
mapowanie wybranego fragmentu powierzchni powtoki pod
katem lokalnych zmian. Do oceny iloSciowej wystepowania
hydroksyapatytu w stosunku do innych form fosforanéw
wapnia wykorzystano parametr w postaci stosunku inten-
sywnosci pasma charakterystycznego grupy hydroksylowej
(OH-) do pasma modu petnosymetrycznego kompleksu PO4*.
Badania wykonano dla dwéch rozdzielczosci przestrzennych:
niska rozdzielczos¢ - krok 25um, wysoka rozdzielczos$¢ - krok
5 pm. Stwierdzono znaczne wahania wartosci zdefiniowane-
go parametru w obrebie catego badanego fragmentu powtoki,
co wskazywato na znaczny i niejednorodny rozktad hydroksy-
apatytu. Badanie miato na celu ocene mozliwosci testowania
powtok endoimplantéw przy uzyciu map ramanowskich.

Stowa kluczowe: hydroksyapatyt; natryskiwanie plazmowe;
endoimplanty; spektroskopia ramana

Abstract

This paper contains results of the study of a hydroxyapa-
tite coating deposited by plasma spraying. Properties varia-
tion of a coating was analyzed Raman spectrosocopy me-
thod. To assess the heterogeneity of the chemical structure
was made the mapping for selected fragment of the surface.
To quantify the presence of the hydroxyapatite in relation
to other forms of calcium phosphate, ratio of OH to P04 pe-
aks intensities was used. Mapping was made for both of low
(25 pm) and high (5 pm) resolution. There was a significant
fluctuations of the structural properties throughout the given
fragment of the coating and considerable degradation of hy-
droxyapatite. The study aimed at evaluating for the possibili-
ties of testing endoimplants coating using Raman mapping.

Keywords: hydroxyapatite; plasma spraying; endoimplants;
Raman spectrosocopy

Wstep

Fosforany wapnia zajmujg wyjatkowo wazne miejsce
wsréd ceramicznych biomateriatéw ze wzgledu na wysoka
biozgodnosé¢. Sg one zwykle ortofosforanami, czyli solami
tréjzasadowego kwasu ortofosforowego H;PO,. Z punktu
widzenia medycyny najistotniejszg odmiang fosforanu jest
hydroksyapatyt (HAp), poniewaz jest rzeczywistym, natu-
ralnym budulcem kosci, odpowiedzialnym za ich wytrzy-
matos$¢ [1]. W organizmie ludzkim hydroksyapatyt jest stale
rozpuszczany i na nowo wydzielany przez komérki kostne,
w procesie nazywanym resorpcjg [2]. Z tego wzgledu HAp
stat sie w ostatnich latach waznym mineratem w zastoso-
waniach endoprotetycznych [3+7].

Z punktu widzenia struktury krystalicznej, hydroksyapa-
tyt moze by¢ nazwany szescioortofosforanem (V) dwuwo-
dorotlenku dziesieciowapnia, w rezultacie jego wzér suma-
ryczny przedstawiany jest w formie Caio(P0O4)s(OH),, gdzie
stosunek stechiometryczny jonéw Ca/P wynosi 5:3. Nalezy
podkresli¢, ze jest HAp tylko jednym z wielu reprezentantéw

szerokiej rodziny materiatéw, jakimi sg fosforany wapnia.
Do innych istotnych z punktu widzenia medycyny przedsta-
wicieli mozna zaliczy¢: amorficzne fosforany wapnia (ACP),
dziewieciotlenek difosforanu tetrawapnia (TTCP) oraz fos-
foran (ortofosforan) wapnia (TCP), ktérych stosunek Ca/P
miesci sie zazwyczaj w granicach 1.5 — 2. Wéréd nich HAp
charakteryzuje sie najwiekszg rozpuszczalnos$cig w zywym
organizmie [1].

Syntetyczny hydroksyapatyt moze z powodzeniem pet-
ni¢ funkcje interfejsu na styku implant -kos¢. Implanty me-
taliczne nie zapewniajg odpowiedniego zwigzania z tkankg
kostna. Pokrycie ich powitoka hydroksyapatytowa, ktéra
jest resorbowalna, zapewnia doskonate umocowanie im-
plantu, uniemozliwiajgce jego przemieszczenie dzieki temu,
ze tkanki kostne wykazujg silne powinowactwo z powtoka,
objawiajace sie jej rozpuszczaniem i przerastaniem natural-
nym hydroksyapatytem.

Do nanoszenia powtok stosuje sie miedzy innymi metody
elektrochemiczne, tam gdzie struktura geometryczna im-
plantu jest skomplikowana. W przypadku prostych geome-
trii stosuje sie zwykle metody natryskiwania plazmowego.
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Daje ona mozliwo$¢ szybkiego wytworzenia powtoki o gru-
bosci od 30 do 500 pm. Wada tej metody jest wysoka tem-
peratura procesu oraz gwattowne chtodzenie, ktére moga
wywota¢ amorfizacje struktrury hydroksyapatytu, a nawet
jego rozktad chemiczny, skutkujgc zaburzeniem stechiome-
trii lub powstaniem fazy amorficznej. Temperatura topnie-
nia hydroksyapatytu wynosi 1570 °C, za$ temperatura jego
wrzenia to 3227 °C[1].

Do badania struktury chemicznej i jednorodnosci powtok
hydroksyapatytowych z powodzeniem mozna wykorzystaé
metode spektrometrii ramanowskiej [8]. Metoda ta uznawa-
na za nieinwazyjng technike identyfikacyjng, bazujaca na
analizie czestotliwosci charakterystycznych drgan ziozo-
nych zwigzkéw chemicznych, w tym komplekséw jonowych.
W szczegdlnosci, w przypadku hydroksyapatytu obserwo-
wane s3 2 intensywne pasma: jedno odpowiadajace czesto-
tliwosci rezonansowej modu ,oddychajgcego” kompleksu
PO.,*, czyli symetrycznych drgan rozciggajacych wigzan
fosfor-tlen (mod A,), przy v(A,)=962cm™ zas drugie odpowia-
dajace drganiom rozciggajacym grupy hydroksylowej, przy
v(OH)=3572cm™. Warto podkresli¢, iz to drugie drganie nie
jest obserwowane w fosforanach pozbawionych grupy OH,
a wiec wszystkich wymienionych powyzej. Z tego wzgledu
stosunek intensywnosci obu modéw moze by¢ iloSciowym
wyznacznikiem zawartosci HAp w badanej strukturze.

Standardowy pomiar ramanowski jest punktowy i ograni-
cza sie do analizy obszaru kotowego o $rednicy okoto 3-5pm.
Mozliwe jest wykonywanie zautomatyzowanego szeregu
punktowych pomiaréw (tzw. mapowanie ramanowskie),
co daje mozliwos$¢ zbadania przestrzennego rozktadu okre-
$lonej wiasciwosci. Taki test jest duzo wiarygodniejszy.
Pomiary takie wykonane w regularnych odstepach dajg
mozliwos$¢ zbadania zmian wiasnosci wewnatrz zadanego
obszaru, eliminujg btedy wynikajgce z przypadkowosci wy-
boru punktéw pomiarowych oraz dajg mozliwosé wychwy-
cenia charakteru zaburzen struktury wzgledem wzajemnego
potozenia punktéw pomiaru. Znaczgco zwieksza sie rowniez
szansa wykrycia wtracen i zanieczyszczen.

Celem tego artykutu jest przedstawienie wynikéw badan
powierzchni powtok hydroksyapatytowych, natryskiwanych
plasmowo, przy pomocy metody mapowania ramanowskie-
go. W szczegdlnosci analizowano przestrzenny rozktad in-
tensywnos$ci modu charakterystycznego grupy OH, stano-
wigcego miare zawartosci HAp w nanoszonych powtokach.

Metodyka badan

Powtoka byta osadzona na ptaskiej prébce ze stali nie-
rdzewnej 1.4510 (OH17T) o wymiarach 15 mm x 15 mm x
1 mm. Przed natryskiwaniem plazma préobka zostata od-
tluszczona i wypiaskowana za pomoca elektrokorundu pod
ci$nieniem 0.5 MPa. Zastosowano proszek hydroksyapatytu
Sulzer Metco XPT-D-703 (rys. 1). Natryskiwanie plazmg zo-
stato przeprowadzone za pomocga systemu Plancer PN-120
z dozownikiem proszku Thermal Miller 1264. Do naniesienia
powtok zostaty ustawione nastepujgce parametry. nateze-
nie — 600 A, napiecie — 60 V, ci$nienie gazéw — 0.7 MPa,
odlegtos¢ dyszy — 100 mm, predko$¢ podawania proszku
— 60 g/min [2]. Po osadzeniu grubo$é powtoki wynosita oko-
to 0.3 mm.

Proszek HAp oraz osadzona na nierdzewnej stali powto-
ka badane byly przy pomocy spektroskopii ramanowskiej.
Pomiary przeprowadzono przy pomocy zautomatyzowane-
go spektrometru micro-Raman Nicolet Almega XR (Thermo
Scientific) ze wzbudzeniem 532 nm (laser Nd:YAG), o mocy
ok. 24 mW. Widma byly uzyskane w trybie micro mode (za-
kres 100 — 4000cm-1, 6 cm-1 rozdzielczo$¢). Uzyskane
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widma byty przetworzone przez oprogramowanie Nicolet
Omnic 8 w celu usuniecia tta luminescencyjnego. Wigzke
laserowg kierowano prostopadle do powierzchni badanej
prébki i ogniskowano przy uzyciu wysokoaperturowych,
krétkodystansowych obiektywoéw optycznych, o powieksze-
niu 10x i 50x). Spektrometr ramanowski jest zintegrowany
z mikroskopem optycznym Olympus BX51, umozliwiajac
réwniez obserwacje mikroskopowe oraz utatwiajgce wtasci-
we justowanie i ogniskowanie wigzki. Czas rejestracji kaz-
dego widma pomiarowego zostat ustawiony na 60 sekund.
Dzieki mozliwosci tworzenia map widm pomiary przebiegaty
w spos6b zautomatyzowany. Wykonano dwie mapy. Pierw-
sza, o niskiej rozdzielczosci przestrzennej (25 pm), przy uzy-
ciu obiektywu o powiekszeniu 10x (NA = 0,25) obszaru o wy-
miarach 400 x 275 pm. Mapa ta sktadata sie z 204 punktéw
(17 x 12) o rozmiarze plamki lasera ok. 3 um. Druga mapa,
o wysokiej rozdzielczosci (5 pm) wykonana zostata przy
uzyciu obiektywu o powiekszeniu 50x (NA = 0,5). Obszar
o rozmiarze 60 x 65 pm byto mapowane przez 182 punkty
(13 x 14), przy czym rozmiar plamki lasera wynosit ok. Tpum.
Wykonano réwniez poréwnawcze badanie samego proszku
przed nanoszeniem przy parametrach identycznych jak przy
badaniu w wysokiej rozdzielczo$ci. Badanie to zostato po-
wtérzone 3-krotnie.

Rys. 1. Proszek hydroksyapatytowy Sulzer Metco XPT-D-703
Fig. 1. Sulzer Metco XPT-D-703 Hydroxyapatite powder

Wyniki badan i dyskusja

Na rysunku 2 poréwnano punktowe widma ramanowskie
proszku i powtoki HAp, z zaznaczonymi dwoma podstawo-
wymi pasmami charakterystycznymi. Pomiary wykazaty
silny zanik piku OH w materiale po naniesieniu powtoki me-
todg plazmowa. Stosunek I(OH)/II(P0O4) dla proszku przed
nanoszeniem oszacowano na ok. 0,42 — 0,43 i w dalszych
badaniach traktowany byt jako miarodajny parametr repre-
zentujacy obecnos¢ hydroksyapatytu.

A1(POs)

Intensywnosc Ramana (cps)

Rys. 2. Punktowe widma Ramana dla proszku i powtoki
Fig. 2. Spot Raman spectra for raman powder and coating
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Na rysunku 3 przedstawiono obraz mikroskopowy wybra-
nego fragmentu powierzchni powtoki (obiektyw 10x) wraz
Z naniesiong siatkg punktéw pomiarowych (krok 25 pm).
Obraz z mikroskopu $wietlnego powtoki HAp wskazuje na
wyrazng chropowatos$é probki, co negatywnie wptywa prze-
prowadzenie mapowania ramanowskiego. Dlatego tez uzy-
cie parametru w postaci stosunku intensywnosci dwéch
wybranych pasm pozwolito uzgodni¢ wyniki pomiaréw.
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Rys. 3. Prébkowanie mapy widm ramanowskich niskiej rozdzielczo-
$ci (25 pm)

Fig. 3. Sampling maps of Raman spectrum in low resolution (25
microns)

Rysunek 4 przedstawia odpowiadajaca rysunkowi 3 mape
rozktadu stosunku intensywnosci I(OH)/I(PO4). Obszary ja-
$niejsze oznaczajg miejsca o wiekszej zawartosci hydrok-
syapatytu. Wyniki wskazujg na znaczny spadek intensyw-
nos$ci pasma modu OH w powtoce naniesionej plazmowo
w stosunku do proszku. Stosunek I(OH)/I(PO4) wynosit $red-
nio okoto 0,05-0,06, czyli byt blisko 8-krotnie mniejszy niz
w przypadku proszku. Oznacza¢ to moze, ze $rednio ponad
85% HAp rozpadto sie i przeksztatcito w inne odmiany fosfo-
ranéw. Analiza danych literaturowych wskazuje, ze mozliwy-
mi i bardzo prawdopodobnymi produktami rozpadu sg TCP
i TTCP w stosunku 2:1 [7,9]. Nalezy zauwazy¢, ze rozpad
HAp nie jest jednakowo intensywny w badanym obszarze.
Wystepujg obszary o stosunku pikéw przewyzszajagcym war-
tos¢ 0,3 (co odpowiada zawartosci HAp na poziomie 70%
i wiecej), jak réwniez miejsca o catkowitym zaniku piku OH.

Na rysunkach 5 i 6 przedstawiono analogiczne rezultaty
uzyskane w trybie wiekszej rozdzielczosci (krok 5 pm). Row-
niez w tym przypadku obraz mikroskopowy nie daje mozliwosci
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Rys. 4. Mapa niskiej rozdzielczosci (25 pm) stosunku I(OH)/11(P0O4)
Fig. 4. Low resolution map (25 pm). The ratio of I(OH)/II(P0O4)
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chociazby wstepnej analizy struktury chemicznej. Mapa roz-
ktadu intensywnosci I(OH)/I(PO4) wykazata jednak zdecydo-
wanie wiekszg jednorodno$é powtoki, poniewaz zaobserwo-
wany zakres wartosci stosunku I(OH)/I(P0O4) ulegt zawezeniu
do 0 — 0,08. Pomiar ten wykazat istnienie duzo wiekszej liczby
punktéw catkowitego zaniku pasma modu OH.

W
III

ety
L

.._

Pozyoia (k.
00 -4520 3

7

4710 -4

LEEznd 10750

Fozvizia (Mbrametrs

Rys. 5. Probkowanie mapy widm ramanowskich wysokiej rozdziel-
czosci (5 pm)

Fig. 5. Sampling maps of Raman spectrum in high resolution
(5 microns)
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Rys. 6. Mapa wysokiej rozdzielczosci (5 pm) stosunku I(OH)/11(PO4)
Fig. 6. High resolution map (5 pm). The ratio of I(OH)/11(PO4)

Na podstawie przeprowadzonych mozna stwierdzié,
Zze poza nielicznymi miejscami, gdzie zawarto$¢ hydrok-
syapatytu w powtoce jest dominujgca (ponad 60- 70%),
w przewazajgcej wiekszosci obszaru obserwuje sie prawie
catkowity rozktad HAp, tj od 80 do 100% tego zwigzku ulega
rozktadowi w procesie natryskiwania plazmowego. Rozpad
hydroksyapatytu skutkuje réwniez zaburzeniem stechiome-
trii jonéw wapnia i fosforu, co potwierdzajg réwniez badania
mikroanalizy rentgenowskiej prezentowane w [10]. Przepro-
wadzona analiza dotyczy jedynie warstwy przypowierzch-
niowej, ktéra jest poddawana laserowemu wzbudzeniu
i nie obejmuje catosci mikrostruktury powtoki.
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Whioski

Analiza przestrzennego rozktadu intensywnosci pasm charakterystycznych wskazuje przede wszystkim na fakt znacz-
nego, choé¢ wyraznie niejednorodnego rozpadu hydroksyapatyytu w procesie nanoszenia powtoki przy zastosowaniu
procesu natryskiwania plazmowego. Otrzymane wyniki wskazuja, ze ok. 85 — 90% natryskiwanego hydroksyapatytu ule-
ga przetransformowaniu w inne odmiany fosforanéw (prawdopodobnie w fosforan tréjwapniowy i fosforan tetrawapnia).
Ponadto, srednio co kilkaset pm obserwuje sie obszary, w ktérych HAp nie ulegt zdecydowanej przemianie. Rozpad hydrok-
syapatytu skutkuje zaburzeniem stechiometrii jonéw wapnia i fosforu, co potwierdzajg badania mikroanalizy rentgenow-
skiej prezentowane w [10]. Nalezy przy tym podkresli¢, ze $redni stosunek Ca/P powinien zosta¢ zachowany i by¢ zblizony
do wartosci typowych dla HAp, co jest istotne z medycznego punktu widzenia.

Badania byty wspétfinansowane przez Europejski Fundusz Rozwoju Regionalnego
w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka 2007-2013 (Nr UDA-POIG.01.03.01-14-071/08-10).
Pomiary ramanowskie przeprowadzono przy uzyciu sprzetu wspétfinansowanego przez
Europejski Fundusz Rozwoju Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka
na lata 2007-2013 (Nr POIG 02.02.00-26-023/08-00).
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