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1. Wstep

Metale sg najbardziej znang klasa materiatow, przeznaczonych na implanty. Roznig
si¢ ksztaltem, zaczynajac od prostych drutow, $rub, po ptytki mocujace, protezy itp. Ponadto,
implanty metalowe stosowane sa w chirurgii sercowo-naczyniowej, chirurgii szczekowo
-twarzowej oraz jako materiaty stomatologiczne. Wsrdod najczesciej spotykanych metali
I stopéw W sprzecie medycznym wymienia si¢ [1]: stal nierdzewna, tytan, stopy tytanu, stopy
na bazie kobaltu i tantalu.

Zgodnie z nazewnictwem zawartym w normach ASTM (ASTM F3268-18a. Standard

Guide for in-vitro Degradation Testing of Absorbable Metals) oraz ISO (PN-EN ISO 10993
-5:2009. Biologiczna ocena wyrobow medycznych), metale wchianialne, resorbowalne sa
biodegradowalne i sg stopami metali [2]. Przeznaczone sg do zastosowan biomedycznych,
gtownie jako materiaty na implanty tymczasowe, w tym krotkookresowe, takie, jak: stenty
wewnatrznaczyniowe, ptytki kostne 1 §ruby oraz porowate rusztowania dla regeneracji tkanek.
Oczekuje sig¢, ze resorbowalne implanty, po dostarczeniu potrzebnej dawki pierwiastkow
ulegng catkowitemu rozktadowi i wchionigciu przez organizm cztowieka, eliminujac, w ten
sposob szkodliwe skutki uboczne wykorzystania implantow dlugookresowych, czego
przyktadem jest konieczno$¢ usunigcia takiego implantu po zakonczonym leczeniu [2].

Zastosowanie metali i stopéw metali resorbowalnych zmienitlo podejscie do
wykorzystania implantow dtugookresowych na cele medyczne. Implanty resorbowalne nie
powinny by¢ catkowicie odporne na korozje, powinny roztwarzac si¢ W czasie, okre§lonym
w procesie ich projektowania. Rodzing metali resorbowalnych mozna podzieli¢, ze wzglgdu
na wykorzystanie gtéwnie zelaza, magnezu, cynku i ich stopow. Za najlepiej zbadang grupe
materialbw uwaza si¢ Stopy na bazie magnezu, opisane zaréwno za pomocg badan
podstawowych i translacyjnych (szybkie przeniesienie odkry¢é laboratoryjnych na
zastosowania kliniczne). Ze wzgledu na problemy z roztwarzaniem resorbowalnych stopow
zelaza w warunkach in vivo, prowadzono szeroko obj¢te prace nad poprawa tej wiasnosci,
opisane w literaturze [2].

Grupa materiatow metalowych bazujacych na cynku jest nowym podej$ciem do metali
resorbowalnych. Norma ASTM oficjalnie opublikowata dwa przewodniki dotyczace metali
resorbowalnych: przewodnik F3160 - obejmujacy charakteryzacje metalurgiczng metali
resorbowalnych i przewodnik ASTM F3268, uwzgledniajacy badania degradacji in vitro
metali resorbowalnych. Nalezy jednak wspomnie¢, ze norma ISO 10993-5 jest

najistotniejszym dokumentem zawierajacym standardy zwigzane z oceng biologiczna [2].
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Szkta metaliczne (z ang. metallic glasses) naleza do grupy materiatdéw inzynierskich.
Ich bardziej zaawansowang postacig sg masywne szkta metaliczne (BMGs, z ang. bulk metallic
glasses). BMGs na bazie wapnia sg stosunkowo nowa grupg stopéw amorficznych. Pierwsze
masywne szkta metaliczne na bazie Ca zostaty opisane przez Amiya, Inoue i in. w 2002 roku
[3-5]. Naukowcy Ci wytworzyli trojsktadnikowe stopy amorficzne, Ca-Mg-Cu i Ca-Mg-Ag,
o maksymalnej Srednicy 4 mm oraz czterosktadnikowe stopy Ca-Mg-Ag-Cu o maksymalnej
srednicy 7 mm. W kolejnych latach, masywne szkta metaliczne: Ca-Mg-Zn, Ca-Mg-Cu, Ca-
Mg-Al, Ca-Al-Cu, Ca-Mg-Zn-Cu, Ca-Mg-Al-Zn, Ca-Mg-Al-Cu, Ca-Y-Mg-Cu, Ca-Mg-Al-Zn-
Cu, Ca-Y-Mg-Zn-Cu i Ca-Mg-Al-Ag-Cu o grubosci do 10 mm przedstawili Senkov i in. [5-
11]. Réwnoczesnie Park i Kim [12], opracowali stop Ca-Mg-Zn (fragment o przekroju 15 mm
I grubos$ci 2 mm wycigto ze stozkowych wlewkow 0 wysokosci 45 mm), ktory byt catkowicie
amorficzny. Zaprojektowali takze kilka innych amorficznych stopow Ca-Mg-Zn [5,13].
Natomiast Guo i in. [14], przedstawili stopy masywnych szkiet metalicznych, typu: Ca-Al-Cu,
Ca-Al-Ag i Ca-Al-Mg [5,14] o maksymalnej $rednicy 2 mm oraz Ca-Mg-Al-Cu i Ca-Mg-Al-
Ag o maksymalnej $rednicy 4 mm [5-7]. Z kolei Li i in. [15], opracowali nowe masywne szkta
metaliczne Ca-Li, ktore charakteryzuja sic mata gestoécig (<2 g/cm?). Istotne jest, ze takie
masywne szkta metaliczne wykazuja podobng do polimerow plastycznosé. Moga by¢
poddawane rozcigganiu, $ciskaniu, zginaniu w temperaturze zblizonej do temperatury
pokojowej [16]. Jiao i in. [17], wytworzyli masywne szkta metaliczne na bazie Ca o sktadzie
Ca-Zn-Mg-Yb, charakteryzujagce si¢ niskim modutem Younga (31,9 GPa) i duza
wytrzymato$cig na pekanie (600 MPa). Krzywe $ciskania amorficznych probek Ca-Mg-Zn-Cu
wykazaly, ze w temperaturze pokojowej, W stanie po odlaniu, amorficzna probka osiggneta do
2% odksztalcenia sprezystego, a nastepnie ulegta zniszczeniu. Podczas testow wytrzymatosci
na $ciskanie w temperaturach 110, 120, 130 °C wystapito uplastycznienie probek [5].
Masywne szkta metaliczne Ca-Mg-Zn wytwarza si¢ najczesciej metoda odlewania
niskocisnieniowego [18]. Zaobserwowano, ze krytyczna wielko$¢ odlewu, jak i szybkos¢
korozji stopow jest zalezna od ich sktadu chemicznego. Powierzchnia stopow Ca-BMG po
procesie korozji nie jest zblizona do tej obserwowanej w stopach krystalicznych. W przypadku
stopow krystalicznych, po procesie korozji obserwuje si¢ miejscowe wzery, korozje
miedzykrystaliczng lub selektywng. Morfologia powierzchni probek stopu Ca-Mg-Zn
wykazywata uszkodzenia w formie pgknig¢, ktore mozna opisaé jako niejednorodne
rozpuszczanie, zblizone do selektywnego roztwarzania (dealloying).
Wang i in. [19] ocenili, ze masywne szkta metaliczne Ca-Mg-Zn moga miec

potencjalne zastosowanie medyczne. Stwierdzili, ze BMGs na bazie wapnia szybko roztwarzaja

5



Resorbowalne stopy Ca-Mg-Zn z dodatkiem iterbu, boru i ztota do zastosowan biomedycznych
mgr inz. Dawid Szyba

si¢, poza tym nie wystepuja ewidentne reakcje zapalne w miejscu implantacji. Chociaz
masywne szkta metaliczne wykazuja ogromny potencjat jako materiaty ulegajace resorpcji,
szybkos¢ rozpuszczania, ze wzglgdu na wlasnosci Ca, moze ograniczaé ich zastosowania jako
biomateriaty. W celu zmniejszenia aktywnosci korozyjnej materiatdow metalowych, zwykle
stosuje si¢ dwie rozne strategie, tj. obrobke powierzchniowa oraz metode stopowania [20].
Masywne szkta metaliczne, a takze stopy o wysokiej entropii (HEA, z ang. high-entropy
alloys) réznig sie od konwencjonalnych stopow metali duza rozpuszczalnosciag pierwiastkow
stopowych oraz tym, ze w przypadku BMGs 0 wysokiej entropii, struktura amorficzna moze
by¢ tatwo wytworzona. Badania nowych stopow, ktore tacza wlasnosci stopéw o wysokiej
entropii i masywnych szkiet metalicznych maja bardzo duze znaczenie dla rozwazan i rozwoju
nowych materiatéw amorficznych. Wyniki badan stopow BMG (Ca-Mg-Zn-Sr-Yb) o wysokiej
entropii wykazaly, ze wtasnosci mechaniczne oraz korozyjne amorficznego stopu Ca-Mg-Zn
poprawity si¢ przez dodanie pierwiastkow stopowych, takich jak Sr i Yb. Badania in vitro oraz
in vivo potwierdzily, ze stopy BMG (Ca-Mg-Zn-Sr-Yb) o wysokiej entropii moga sprzyjacé

namnazaniu komorek kostnych [21].
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2. Cel i zakres pracy

Celem pracy doktorskiej sa badania mechanizmow korozji (degradacji) oraz
zaproponowanie metodyki regulacji aktywnosci korozyjnej stopow na bazie wapnia, magnezu
i cynku. Zaktada si¢, ze mozliwe jest wytworzenie amorficznych stopéw na osnowie Ca oraz
Mg. Ich zadaniem jest redukcja szybko$ci roztwarzania (degradacji). Zmniejszenie degradacji
stopow zwigzane jest z redukcjg objgtosci uwolnionego wodoru w §rodowisku korozyjnym za
pomoca dodatkdéw stopowych, typu: Yb, Au, B. Przewiduje si¢ regulowanie szybkosci korozji
stopow Ca-Mg-Zn przez modyfikacje ich sktadu chemicznego wybranymi dodatkami
stopowymi, zaré6wno obojetnymi, jak i resorbowalnymi. Dodatkowo, planuje si¢ zbadanie,
w jaki sposob dodatki stopowe wptywaja na strukture stopow Ca-Mg-Zn, co prawdopodobnie
oddziatuje na przebieg degradacji badanych stopow.

Gléwny plan badan obejmuje ksztattowanie struktury amorficznej resorbowalnych
stopow na bazie Ca oraz badania biologiczne, w tym testy cytotoksycznosci zaprojektowanych
materiatdéw. Badania biozgodno$ci opracowanych stopow sg kluczowym zagadnieniem, ktore
zostalo przedstawione w rozprawie doktorskiej. Zaktada si¢ wigc wykonanie oceny
toksycznego dziatania badanych materiatbw prowadzonych na hodowlach komorkowych.
W trakcie badan ocenia si¢ aktywno$¢ metaboliczng komorek, czyli sprawdza sie¢ ich ilos¢,
a takze zdolnos¢ do proliferacji. Duza zdolnos$¢ do przezycia komorek testowych, na poziomie
70%, $wiadczy o pozytywnym wyniku testu, co oznacza, ze materiat przypuszczalnie moze by¢
zastosowany do dalszych badan, np. in vivo, z koncowym przeznaczeniem na implanty. Z oceng
toksycznego dziatania badanych materiatdéw na hodowle komodrkowe zwigzany jest proces
mineralizacji komorek.

Szczegodtowy cel pracy doktorskiej obejmuje:

a) wytworzenie i weryfikacje sktadu chemicznego resorbowalnych stopow:
Ca-Mg-Zn, Ca-Mg-Zn-Yb, Ca-Mg-Zn-Yb-B, Ca-Mg-Zn-Yb-B-Au za pomoca
mikroanalizy rentgenowskiej, analizy kalorymetrycznej,

b) badania strukturalne metodami dyfrakcyjnymi, wykorzystujac promieniowanie
rentgenowskie 1 neutronowe oraz wysokorozdzielcza elektronowg mikroskopig
transmisyjna,

c) badania aktywnos$ci korozyjnej probek metoda zanurzeniowa (immersyjng)
I potencjodynamiczng oraz pomiary ilosci uwolnionego wodoru w funkcji czasu

zanurzenia,



Resorbowalne stopy Ca-Mg-Zn z dodatkiem iterbu, boru i ztota do zastosowan biomedycznych
mgr inz. Dawid Szyba

d) analize¢ sktadu chemicznego produktow korozji badanych probek po badaniach
korozyjnych za pomocg rentgenowskiej spektroskopii fotoelektronow,

e) badania biologiczne uwzgledniajace testy cytotoksycznos$ci,

f) zaproponowanie metodyki regulowania aktywnosci korozyjnej, w tym
rozpuszczalnosci dla wybranych wtasnosci powierzchniowych (chropowatosci)

I mechanicznych (twardosci, wytrzymato$ci na Sciskanie).
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3. Motywacja badan

Motywacjg badan bylo zastosowanie materiatow resorbowalnych, ktore moga wptynaé
na regeneracje kosci. Wykorzystano w tym celu stopy na bazie Ca-Mg-Zn z dodatkami
stopowymi: Yb, B oraz Au. Ponizej opisano wplyw tych pierwiastkow stopowych na zdrowie
cztowieka.

Dane EFSA (European Food Safety Authority, Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa
Zywnosci) z lat 2009-2012 dla mieszkancow Europy wykazuja, ze dzienne spozycie wapnia
Z pokarmow i napojow wynosi od 950 do 1000 mg dla mezczyzn w wieku 18-25 lat i powyzej
25 lat oraz dla kobiet w tym samym wieku. Dla chtopcow oraz dziewczat, w wieku od 1 do
17 roku zycia, $rednie dzienne spozycie wapnia z pokarmow i napojow waha si¢ w zakresie
od 450 do 1150 mg. Srednie zapotrzebowanie na sktadniki mineralne w grupie mezczyzn,
w wieku 18-25 lat i powyzej 25 lat, a takze kobiet w tym samym wieku wynosi od 750 do
860 mg. Dla chtopcoéw i dziewczat w wieku od 1 do 17 roku zycia, AR (AR - average
requirement, srednie zapotrzebowanie) miesci si¢ w zakresie 390-960 mg [22-25].

Kiedy pojawiaja si¢ pierwsze oznaki niedoboru wapnia, objawy moga by¢ réznorodne,
poniewaz niski poziom Ca w surowicy moze wptywac na wiekszos$¢ narzadow wewnetrznych
cztowieka [26]. Najczestszym objawem jest zwickszona drazliwo$¢ nerwowo-migsniowa,
w tym: dretwienie okotoustne, mrowienie w dtoniach i stopach oraz skurcze migsni [27]. Inne
oznaki i objawy niedoboru wapnia moga obejmowaé: zwapnienie lub uszkodzenie nerek,
zwapnienie mozgu, objawy neurologiczne (np. depresje i chorobe afektywng dwubiegunowsy),
zaéme, zastoinowg niewydolnos$¢ serca, parestezje, drgawki i — w rzadkich przypadkach —
$pigczke [26,27]. Jedng z chordb, wynikajaca z niedoboru wapnia jest hipokalcemia, a jej
przebieg moze by¢ bezobjawowy, zwlaszcza, gdy jej postac jest tagodna lub przewlekta [27].

Magnez, jako pierwiastek jest niezbedny do prawidtowego funkcjonowania organizmu,
uczestniczy w wielu procesach metabolicznych komorek [28]. Pierwiastek ten aktywuje ponad
300 enzymow biorgcych udziat w metabolizmie weglowodandéw, kwaséw nukleinowych
i biatek [29]. Dziata jako stabilizator bton komérkowych, zmniejszajgc ich przepuszczalnosé.
Odpowiada za utrzymanie homeostazy organizmu przez udzial w transporcie elektrolitow
przez btony komorkowe [30]. Jony Mg sa rowniez niezbedne do zachowania anatomicznej
i funkcjonalnej integralno$ci roéznych organelli komoérkowych, w tym mitochondriow
i rybosoméw [31]. Magnez wptywa na synteze kwasow DNA i RNA w jadrze komérkowym,
ponadto jest waznym kofaktorem dla ponad 240 reakcji biochemicznych, wlaczajac synteze

biatek czy polinukleotydow oraz metabolizm w mitochondriach [32]. Magnez stabilizuje
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czasteczki DNA, a takze umozliwia utrzymanie trzeciorzedowej struktury tRNA (nieduze
czasteczki kwasu RNA, sktadajace si¢ z kilkudziesi¢ciu nukleotydow, w cytoplazmie tacza si¢
z wolnymi aminokwasami, aby przetransportowaé¢ je do rybosomow). Pierwiastek ten
odpowiada za prawidlowa kurczliwo$¢ migsni, pobudliwo$¢ neuronéw oraz uwalnianie
hormonow i neuroprzekaznikow [32]. Magnez dziata jako antykoagulant — stabilizuje btony
komoérkowe ptytek krwi oraz hamuje ich agregacje i tworzenie si¢ skrzepdéw Sciennych.
Oddziatuje na leukocyty przez wptyw na proces fagocytozy i produkcje limfocytow oraz
zmniejsza reakcje zapalne [33]. Ciatlo cztowieka o masie okoto 70 kg zawiera od 20 do
35 g magnezu [34]. Zawartos¢ Mg w poszczegdlnych tkankach ciata cztowieka wynosi [35]:
~60% kosci, ~30% migsnie, ~9% tkanki migkkie i ~1% ptyny migdzykomorkowe.

Magnez pobudza aktywnos$¢ osteoblastow i enzymoéw z grupy fosfataz, ktére biorg
udzial w procesie tworzenia kosci [36]. Niedobor magnezu wplywa bezposrednio na gestosé
kosci. Na podstawie badan na zwierzetach stwierdzono, ze jego niewystarczajgce spozycie
w diecie sprzyja rozwojowi osteoporozy [37]. Kosci zwierzat z niedoborem Mg sa delikatne
i fatwo tamliwe, z widocznymi mikropgknigciami beleczkowatymi, a ich wlasnosci
mechaniczne sg znacznie obnizone. W konsekwencji niedobdr magnezu ma negatywny wplyw
na kos$¢ korowa wokot implantu, znacznie zmniejszajac grubo$¢ warstwy korowej kosci
piszczelowej [38]. Hipomagnezemia spowodowana niedoborem Mg jest korygowana
w wyniku uwalniania magnezu z powierzchni kosci. Nowo utworzone krysztaty
hydroksyapatytu sa wigksze, co przyczynia si¢ do sztywnosci kosci [39]. W trakcie
czteroletnich badan nie zaobserwowano zwigzku migdzy spozyciem magnezu, a gestoscia
mineralng kosci (BMD, z ang. bone mineral density) [40]. W przypadku grupy kontrolnej
kobiet uzyskano wyniki odbiegajace od pozostalych danych. Kretarzowe BMD u kobiet
wzrastato na kazde 100 mg spozytego magnezu. W tym samym badaniu, Orchard i in. [40],
poinformowali 0 zmniejszeniu wyj$ciowej BMD catkowitej kosci biodrowej 1 catego ciala
u kobiet po menopauzie z nizszym dziennym spozyciem Mg. Autorzy nie zauwazyli zadnego
zwigzku pomiedzy nizszym spozyciem Mg a wyzszym ryzykiem ztaman calkowitych lub
szyjki kosci udowe;.

Niedobor magnezu wptywa na koS$ci przez dziatanie na gtéwne regulatory homeostazy
Ca— PTH (PTH, z ang. Parathormon - hormon przytarczycy) i 1,25(0OH).D3z (Witamina D3
w postaci metabolitu). Hipomagnezemia zapobiega uwalnianiu PTH i prawdopodobnie
zmniejsza rowniez wrazliwo$¢ na krazacy PTH w narzadach, tworzac w ten sposdb wzorzec
biochemiczny, identyczny z pierwotng niedoczynnos$cig przytarczyc [41]. Wykazano, ze
suplementacja Mg koryguje poziomy PTH i 1,25(0OH):Ds u kobiet po menopauzie,
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chorujacych na osteoporoze [42]. Oprocz tego poziom 1,25(OH)2D3 u chorych na cukrzyce
z niskim poziomem Mg, wraca do normy po suplementacji magnezu [43].

Ludzkie cialo zawiera lacznie 2-3 ¢ cynku, co czyni cynk drugim najczesciej
wystepujgcym metalem przejsciowym W wielu zywych organizmach. Zn jest pierwiastkiem
sladowym, waznym dla wzrostu i1 rozwoju wszystkich organizméw. Jest niezbednym
przeciwutleniaczem, zapobiegajacym wystapieniu reakcji wolnych rodnikow, ktore z kolei sa
niestabilnymi atomami zawierajgcymi jeden lub wigcej niesparowanych elektronow,
prowadzac do postepu chorob przewlektych i zwyrodnieniowych [44]. Cynk reguluje wzrost,
rozwdj neuronow i odpowiedz uktadu immunologicznego [45]. Ten pierwiastek pozytywnie
wpltywa na sile, elastyczno$¢ i architekture szkieletu organizméw zywych, wspierajac
aktywnos¢ anaboliczng hormonoéw. W stezeniach fizjologicznych, cynk ma wazne dziatanie
ochronne dla kos$ci, posredniczy W rdznych reakcjach chemicznych. Dziata jako stymulator
wzrostu, aktywujac enzymy wspierajace synteze¢ DNA, RNA i biatek, przez co zwigksza
aktywno$¢ osteoblastow 1 wspomaga synteze kolagenu. Zn moze rowniez hamowac
osteoklastyczng resorpcje kosci [46], zmieniajac rownowage na korzy$¢ anabolizmu [47].
Niedobor cynku moze mie¢ rowniez posredni wplyw na zdrowie kosci, zmniejszajac
wchianianie wapnia z jelit i zwigkszajac poziom krazacego hormonu przytarczyc, ktory
stymuluje obrot kostny [48]. Ostatnie badania na ludzkich mezenchymalnych komorkach
macierzystych, pochodzacych ze szpiku kostnego (hBMSC, z ang. human (h) bone marrow
stromal cells — ludzkie mezenchymalne komorki zr¢bowe szpiku kostnego), ktore sa
prekursorami osteoblastow, wykazaty zwiekszong aktywacje sygnalizacji kinazy biatkowej
A (PKA, z ang. protein kinase A — kinaza biatkowa A). Aktywacja PKA moze prowadzi¢ do
ekspresji genu RUNX2 1 réznicowania osteoblastow, ktore sa glownie odpowiedzialne za
anaboliczne dzialanie Zn na kosci [49]. Podsumowujac, Zn prawdopodobnie wptywa na
ekspresje genow i funkcje komorkowe, zwlaszcza funkcje osteoblastyczne, a nawet wtasnosci
na poziomie tkanki przez wiaczenie do struktury kostnej [47].

Iterb jest rzadkim metalem przejsciowym nalezagcym do grupy lantanowcow. Jest
interesujagcym jonem metalu w zastosowaniach biomedycznych [50]. Jednak jony Yb®*" moga
prowadzi¢ do apoptozy komorek, np. podscieliska szpiku kostnego szczura (rBMSC; r - rat —
szczur), gdy stezenie jest wieksze niz 10° mol/l [51]. W celu utrzymania stezenia Yb>*
w bezpiecznym zakresie, alternatywng metodg jest wiaczenie pierwiastka Yb do biomateriatow
nieorganicznych [52-54]. Na szczescie jony Ca?* w krysztatach HA (hydroksyapatyt) sa tatwo
zastepowane jonami Yb** w reakcji wymiany jonowej, poniewaz maja one podobne promienie

jonowe [55]. Krysztaty HA domieszkowane Yb®*" (YbHA) o wysokiej biokompatybilnosci
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I wlasnoséciach fluorescencyjnych przyczyniaja si¢ do $ledzenia i monitorowania
chondrogenezy BMSC w obrazowaniu komorek [52].

Material nanohybrydowy MYDbHA/CS (iterb domieszkowany hydroksyapatytem)
wykorzystano do gojenia ubytkéw kostnych. Znacznie wzmocnit osteogeneze (powstawanie
kosci w rozwoju osobniczym) i zdolnosci do angiogenezy (proces tworzenia naczyn
wlosowatych). Z jednej strony sktadniki bioaktywne materiatu wspieraty makrofagi w ich
dziataniu, aktywnie dziataty na migracje komorek srodbtonka i wptywaty na regulacje VEGFA
(czynnik wzrostu Srodbtonka naczyniowego A), co spowodowato szybkie tworzenie si¢ naczyn
krwiono$nych w ubytkach kostnych. Z drugiej strony, domieszki Yb wspieraly osteogenne
réznicowanie rBMSC 1 regeneracj¢ tkanki kostnej in vivo. Po 12 tygodniach od operacji,
wigkszo$¢ ubytkéw kostnych zostato uzupelnionych nowo utworzonymi tkankami kostnymi.
Dlatego, uwzgledniajac powyzsze, modyfikacja domieszkami Yb jest obiecujaca strategia
poprawy zdolnosci gojenia si¢ ubytkow kostnych przez osteogeneze i angiogeneze [56].

Mozna wskaza¢ pig¢ biomaterialdw, w postaci nanokompozytéw, wykorzystywanych
w naprawie kosci: HAP, Yb203, HAP/Yb,03, HAP/GO i HAP/Yb203/GO. Poddano je analizie,
w celu wykazania zmian w strukturze sieci krystalicznej 1 prawidtowego wigzania migdzy
sktadnikami nanokompozytéw. Badania mikroobszaréw, za pomoca mikroskopii elektronowej,
wykazaty oczekiwany rozktad HAP i Yb2O3z w arkuszach GO (GO - tlenek grafenu;
sprasowany tlenek grafenu w postaci cienkiego arkusza o grubosci 10 pm), przy $redniej
wielko$ci ziarna 8 nm i dlugosci 32 nm [56].

Chropowato$¢ powierzchni odgrywa wazng rolg w procesie korozji materiatow
metalicznych. Wykazano, ze zwigkszenie chropowatosci powierzchni stali nierdzewnych
zwigksza podatnos¢ na wzery [57-59] i ogdlng szybkos$¢ korozji [60]. Podobng tendencje
odnotowano dla innych metali, na przyktad miedzi [61], oraz w przypadku stopéw na bazie
tytanu [62]. Jednakze niewiele jest doniesien literaturowych dotyczacych wptywu
chropowato$ci powierzchni na zachowanie korozyjne magnezu i jego stopow. Co ciekawe,
publikacja Alvareza i in. [63], oparta na badaniu stopu magnezu AE44 jest sprzeczna
z wynikami odnotowanymi dla innych materiatow metalicznych. Wyniki badan otrzymane
przez autorow potwierdzaja, ze proces degradacji mozna spowolni¢ przez zwigkszenie
chropowatosci powierzchni Stopu. Dlatego wazne jest, aby znalez¢ zalezno$¢ pomiedzy
chropowato$cig powierzchni a szybkoscig degradacji stopu, w celu okreslenia zachowania
pasywacyjnego stopéw magnezu [63]. Badanie wyraznie wskazuje, ze chropowatosc
powierzchni odgrywa kluczowa role w szybkosci korozji stopu magnezu AZ91 w srodowisku

zawierajacym chlorki [64].
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Porowato$¢ powierzchni materiatow kompozytowych na bazie Yb potwierdzono
badaniami przy uzyciu mikroskopii SEM (z ang scanning electron microscopy — skaningowy
mikroskop elektronowy). Uzyskano wartos¢ chropowatosci powierzchni kompozytu rowna
40,5 nm. Zwiekszong biokompatybilnos¢ i bioaktywno$¢ HAP/Yb2O3/GO potwierdzit test
zywotnosci  komorek (97,7 + 2,1%). Zauwazono aktywno$¢ przeciwbakteryjng
HAP/Yb,03/GO dla wzrostu E. coli i S. aureus (12,5 + 1 mmi 11,8 + 1,1 mm), co wskazuje na
wlasnosci biokompatybilne, biodegradowalne, przeciwdrobnoustrojowe i osteoindukcyjne
wybranego materialu. Na postawie tych obserwacji mozna proponowaé trojsktadnikowe
kompozyty na potencjalne implanty kostne [65].

Nanokompozytowe biomaterialy na bazie tlenku iterbu (Yb203) sa powszechnie
stosowanymi kompozytami tlenkow metali ziem rzadkich, ze wzgledu na ich doskonale
wilasnosci fizykochemiczne 1 mechaniczne [66]. Dodatkowo, posiadaja wlasno$ci
antybakteryjne i antykorozyjne [67]. Jafari i in. [68], opracowali i zbadali nanokompozyt
Yb203/GO. Uzyskane wyniki badan wykazaly rownomierne rozmieszczenie nanoczastek
Yb203 w warstwach tlenku grafenu, co w konsekwencji zwigkszyto powierzchni¢ materiatu
I poprawito jego bioaktywnos$¢. Ponadto, Zavala i in. [53], badali domieszkowanie
hydroksyapatytu jonami Yb dla roznych zastosowan biomedycznych. Wykazali, ze jony Yb,
robwnomiernie rozmieszczone w nanoczastkach HA poprawiaja biokompatybilno$¢ oraz
dziatanie przeciwbakteryjne.

Bor jest pierwiastkiem $ladowym, ktoéry odgrywa waznag role¢ w wielu funkcjach
biologicznych, w tym w metabolizmie wapnia, wzro$cie i utrzymaniu tkanki kostnej. Nadal,
jednak, nie ma precyzyjnych wskazan dotyczacych mozliwej roli suplementacji boru i jego
ilosci dla utrzymania zdrowia kosci [69]. Do chwili obecnej, niestety, ze wzgledu na
niewystarczajacg ilos¢ dostepnych danych, nie ustalono zalecanego dziennego spozycia (RDA,
z ang. recommended dietary allowance — zalecane dzienne spozycie ) dla boru [47,70]. Jednak
Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) oszacowata spozycie B na poziomie 1-13 mg/dzien,
jako ,,dopuszczalng dawkg” dla dorostych [71]. EFSA przeprowadzila analize danych
toksykokinetycznych i toksykodynamicznych boru. Za bezpieczng dawke B dla dorostych
uznano maksymalnie 10 mg/dobe (w postaci kwasu borowego i borandéw) [72]. Mediana
spozycia boru wahata si¢ od 0,75 do 0,96 mg/dobe dla dzieci w wieku szkolnym 1 od 0,87 do
1,35 mg/dobe dla dorostych [73]. Wartosci te sg zgodne z tym, co podkresla Biego i in. [74],
dla populacji francuskiej (1,6 mg/dobg) i nieco nizsze od podawanych przez Naghii i in. [75],
dla populacji australijskiej (2,23 + 1,23 mg/dobe). Bioragc pod uwage pozytywny wplyw

suplementacji B w dawce 3 mg/dobe¢ na metabolizm kostny, pierwiastek ten jest uwazany za
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przydatny do wspierania zdrowia kosci. Zalecana dzienna dawka boru (3 mg), ktéra jest
znacznie nizsza 0d gornego poziomu wskazanego przez EFSA, wplywa na jego potencjalne
wykorzystanie do wytworzenia materiatdw na implanty kostne.

Inzynieria tkanki kostnej, w przypadku zastosowania Au, rozwija si¢ glownie
w obszarze potencjalnych rusztowan dla zwigkszenia wzrostu komorek kostnych. Osteogeneza
jest zlozonym procesem, ktory wymaga réznych wspolnych interakcji funkcji, takich, jak:
rdéznicowanie osteoblastow, unaczynienie i modulacja immunologiczna. Rusztowania powinny
zapewnia¢ odpowiednie wlasnosci mechaniczne, biokompatybilno$é, biodegradowalno$é,
wydajne dostarczanie bioaktywnych sygnaldéw, przyleganie komorek, proliferacje, migracje
i roznicowanie. Naukowcy koncentrujg si¢ na opracowaniu wielofunkcyjnych rusztowan, ktore
spetnig wszystkie pozadane wymagania w zakresie ulepszonej regeneracji kosci. W ostatnim
czasie nanoczastki, a zwlaszcza PNB (PNB, z ang. plasmonic nano-bubble — nanoczasteczki
ztota zanurzone w osrodku wodnym), ze wzgledu na ich wielofunkcyjne whasnosci i tatwe do
dostosowania wymiary sa obiecujacym materiatem w inzynierii tkanki kostnej. PNB moga
zwigksza¢ wytrzymato$¢ mechaniczng rusztowan kostnych, a takze poprawia¢ zdolnosé¢
komorek kostnych do szybszej osteogenezy. Skutecznie wpltywaja tez na bioaktywne bodzce,
ktore decyduja o szybkosci wzrostu komorek kostnych, zapobiegaja infekcji bakteryjnej
powstajacej podczas operacji. PNB zmniejszajg stany zapalne, ktore spowalniajg mechanizmy
regeneracji tkanki kostnej i moduluja waskularyzacje (unaczynienie) w obrgbie tkanki kostnej,
w celu prawidlowego dostarczania sktadnikow odzywczych do rozwijajacych si¢ komorek
kostnych [76-80]. Wtasnosci PNB, ktore podczas regeneracji tkanki kostnej dziataja na nig
w skoordynowany sposob, zapewniaja odpowiednig Wytrzymato$s¢ materiatu rusztowania.
Zwigkszy to rowniez ich osteokondukcj¢ dla adhezji, czyli rozprzestrzenianie si¢ oraz wzrost
komorek kostnych. Jednoczesnie uwalnianie PNB podczas degradacji rusztowania kostnego
lub przedtuzone uwalnianie bioaktywnych czasteczek z ich powierzchni wzmocni proliferacje,
migracj¢ i roznicowanie komorek kostnych. Dodatkowo, kontroluje infekcje i nasila
angiogeneze komorek kostnych, a takie catosciowe odziatywanie PNB wptynie na zwigkszenie
wydajnosci regeneracji kosci [81].

W przypadku badanych materialow, ztoto w postaci atomowej rozmieszczone jest
w amorficznej osnowie, co prawdopodobnie moze wplywaé, podobnie, jak nanoczgsteczki
zlota, na regeneracj¢ kosci, jak rowniez moze zmniejszy¢ aktywno$¢ korozyjng wytworzonych
stopow amorficznych.

Majac na uwadze wilasno$ci wybranych stopoéw podstawowych Ca-Mg-Zn, dajace

szansg¢ na wykorzystanie tych materialtow w medycynie zaproponowano probe polepszenie ich
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wlasnosci przez wykorzystanie pierwiastkow stopowych: Yb, B, Au. Ztoto w zastosowaniu
medycznym poprawia funkcjonowanie komorek kostnych oraz wptywa na przebieg infekcji
[81]. Bor jest pierwiastkiem wplywajagcym na metablizm kostny, a wiec jest jednym
z niezbednych makroelementéw, dzieki czemu utrzymuje mase kostng w dobrym stanie [69].
Iterb w zastosowaniu jako MYbHA/CS jest wsparciem dla utrzymania dobrej kondycji uktadu
kostnego - przyspiesza gojenie ubytkow kostnych [56].
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4. Teza badawcza

Sformutowano tez¢ badawcza: Dodatek iterbu, zleta oraz boru do stopéw Ca-Mg-
Zn spowalnia ich degradacje w wybranych roztworach fizjologicznych przez zmniejszenie
iloSci uwolnionego wodoru oraz poprawe parametréw elektrochemicznych. Ponadto,
zastosowanie Yb, Au i B zwieksza potencjal stopéw Ca-Mg-Zn jako materialéw na
potencjalne implanty resorbowalne przez niska cytotoksycznos¢ i zwiekszenie iloSci

komorek kostnych odnotowanych w badaniach cytotoksycznosci.

W celu badania stopu Ca-Mg-Zn zmodyfikowanego innymi pierwiastkami
biozgodnymi Ca-Mg-Zn-(Yb, B, Au), wytworzono biokompatybilne, amorficzne stopy Ca-Mg-
Zn-Yb, Ca-Mg-Zn-Yb-B, Ca-Mg-Zn-Yb-B-Au, ktore maja poprawi¢ proliferacje komorek
kostnych. Poza tym, dodatki Yb, B, Au majg zmniejszy¢ aktywno$¢ korozyjng wybranych
stopow Ca-Mg-Zn.

Wykorzystane w pracy doktorskiej stopy powinny posiada¢ cechy potencjalnego,
zastgpczego uzupetnienia ubytku kostnego. W tym celu skupiono si¢ na kontrolowanej
rozpuszczalno$ci oraz niskim wskazniku cytotoksycznosci. Wybrany biodegradowalny
material powinien charakteryzowa¢ si¢ wysoka zywotnoscia komorkowa, zwigkszong
biokompatybilno$cig oraz bioaktywnoscig i stabilng aktywnoscig korozyjna, a takze
poprawionymi wtasnosciami mechanicznymi (twardo$¢, wytrzymato$¢ na $ciskanie) oraz
powierzchniowymi (chropowatosc).

W celu zwigkszenia zywotnosci komoérkowej, dobrano tak pierwiastki stopowe
biomateriatdbw, zeby po ich zanurzeniu w pozywce (McCoy’a) wybranej do utworzenia
ekstraktu stopowego (pozywka + potencjalne zwigzki chemiczne uwolnione przez biomateriat)
przez 24 i 72 h dodawanego do modyfikowanej pozywki komorkowej (McCoy’a uzupetnione;j
10% FBS (ang. fetal bovine serum, ptodowa surowica bydleca)) i 100 U-ml™? penicyliny oraz
100 ug-ml? streptomycyny) nie spowodowaty zwiekszenia cytotoksycznosci modyfikowane;
pozywki stosowanej jako probka odniesienia. Prawdopodobnie, pierwiastki takie, jak: wapn,
magnez, cynk, iterb, bor oraz zloto spetniajg warunki niskiej cytotoksycznosci.

Na podstawie sformutowanej tezy badawczej mozna postawi¢ nastgpujace pytania

badawcze:
o Czy mozna wplyna¢ na aktywno$¢ korozyjng amorficznych stopéw na bazie wapnia?
. Czy istnieje mozliwo$¢ zwiekszenia biokompatybilnosci amorficznych stopéw na bazie
wapnia?
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Czy wytworzony wieloskladnikowy stop amorficzny bedzie wykazywal odpowiednie
reakcje chemiczne (reakcje anodowe i katodowe) z dwoma wybranymi osrodkami
korozyjnymi?

Czy powstajagce na powierzchni amorficznego stopu produkty korozji rdznig si¢
sktadem chemicznym oraz strukturalnie, w zalezno$ci od osrodka korozyjnego?

Jakie sg mechanizmy powstawania produktow korozji w dwoch wybranych o$rodkach
korozyjnych?

Czy dodatek iterbu, boru oraz zlota wplynie korzystnie na uwalnianie wodoru
z amorficznych stopow Ca-Mg-Zn?

Czy w badaniach biologicznych wykonanych na stopach z dodatkiem iterbu, boru oraz
ztota zajdg istotne zmiany w poziomach cytotoksycznosci?

Czy wlasno$ci mechaniczne wytworzonych stopoéw amorficznych beda korzystne dla
potencjalnego zastosowania jako krotkookresowe implanty kostne?

Czy wtlasnosci powierzchniowe wytworzonych stopéw beda odpowiednie dla
zmniejszenia aktywnos$ci korozyjnej oraz poprawy zywotnosci komorek kostnych?
Czy wytworzony stop, ktory z zatozenia mial by¢ amorficzny, wykaze w badaniach

strukturalnych budowg¢ amorficzng czy mieszang, np. amorficzno-krystaliczng?
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5. Przeglad literatury

Szkta metaliczne sg powszechnie opisywane jako jednorodne chemicznie, jednofazowe
materiaty o okreslonych wilasnoséciach fizykochemicznych. Sposrod wielu rodzajow stopow
amorficznych, stopy na bazie Ca s3 interesujace, ze wzgledu na niska gesto$é (2-4 g/cmq) i niski
modut Younga (20-46 GPa) [5,9,11,13,18,82-84], co scharakteryzowano na rysunku 1, na

ktoérym umieszczono réwniez inne pierwiastki lekkie: Mg, Ti, Ca oraz biokompozyty.
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Rys. 1. Klasyfikacja masywnych szkiet metalicznych na osnowie CaZn wedtug modutu
Younga i wytrzymalo$ci na pekanie w poréwnaniu do innych materiatéw

biomedycznych [17]

W zastosowaniach konstrukcyjnych i implantologicznych cz¢sto wykorzystuje si¢ stopy
na bazie Ti-Al-V-(Fe, B, Au) oraz Ti-Mo-Nb. Stosowane sg rowniez stopy innych pierwiastkow

lekkich, takich, jak magnez, gdzie przyktadem mogg by¢ komercyjnie wykorzystywane stopy
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AZ31, AZ61 oraz AZ91, a takze stopy magnezu zawierajace: Zr, Yb, Sr oraz Ag i Au, ktore
pelia funkcje antybakteryjng. W celach badawczych projektuje si¢ i wytwarza takze rdzne
materiaty amorficzne bazujgce na: Mg, Zn, Fe, Zr, Cai Sr.

Stopy Ti-Al-V, wykorzystywane w przemysle, charakteryzuja si¢ niskg gestoscia,
odpornos$cig na korozj¢ oraz dobrymi wtasnosciami mechanicznymi. Stop Ti-Al-V przetwarza
si¢ przez kucie, ttoczenie lub druk 3D. Z tego typu stopéw produkuje si¢ elementy
konstrukcyjne samolotéw, narazone na zmienne obcigzenia i cykliczne zmiany szybko$ci
odksztalcen. Badania potwierdzily istotny wplyw szybkos$ci odksztatcenia podczas
przetwarzania materialu na zachowanie mechaniczne stopu Ti-Al-V. Proby rozciggania stopow
Ti-Al-V w warunkach dynamicznych wykazaty wyzsze wartosci wytrzymatosci na pgkanie
badanych probek. Na powierzchniach wigkszosci probek widoczne byly wglebienia,
$wiadczace o pekaniu ciggliwym. Zwigkszenie szybkosci odksztalcenia w probie rozciggania
skutkowato wicksza liczbg obszaréw, w ktorych zachodzito ptynigcie plastyczne [85]. Ze
wzgledu na znaczng wytrzymatos¢ stopéw Ti-Al-V, moze dochodzi¢ do poluzowania
przytwierdzonego do ko$ci implantu medycznego, co z kolei moze powodowac erozje kosci.
Wyniki badan wykazaty, ze komorki hodowane przez 72 godziny na krazkach Ti-Al-V-B
wplywaty na zwigkszenie roznicowania makrofagéw i fibroblastow, w poréwnaniu do
standardowych materiatow biomedycznych, takich, jak stal nierdzewna 316L, tytan oraz stopy
Ti-Al-V. Stopy zawierajace bor moga utatwia¢ réznicowanie osteoklastow pochodzacych
z makrofagow, ktore oddziatujg z powierzchnig protezy w miejscu przytwierdzenia implantu
do kosci [86].

Stop AZ31 jest jednym z najczgsciej wykorzystywanych stopow magnezu z aluminium.
Stosowany jest w przemysle oraz w medycynie, ze wzgledu na niskg gestos¢ i dobre wiasnosci
mechaniczne. Stop AZ31 jest wykorzystywany do produkcji ptaskich czesci takich, jak
wsporniki, wytwarzane przez odlewanie lub kucie matrycowe na gorgco w 410 °C [87].
Morfologia stopow AZ31 i AZ61, wynikajgca z przetworstwa stopoOw lub obrobki
powierzchniowej, ma kluczowy wptyw na ich zachowanie korozyjne. W zalezno$ci od
warunkow przetworstwa i innych warunkéw badan korozyjnych, stopy AZ31 i AZ61 wykazaty
znacznie zréznicowane morfologie, ktore obejmuja: korozje jednolitg (korozja, ktora z zasady
przebiega rownomiernie na duzych obszarach powierzchni badanego materialu), korozje
nitkowatg (zjawisko zaczynajace si¢ czgsto w miejscu uszkodzenia lub na krawedzi elementow,
czyli w miejscach, np. uszkodzenia powloki lub w réznicach jej grubosci na krawedziach)

I miejscowe tworzenie si¢ wzerow oraz wglebien [88].
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Powierzchni¢ stopéw AZ31 mozna modyfikowaé przez zanurzenie w kwasie
fitynowym (PA, z ang. phytic acid - kwas fitynowy) lub innych biozgodnych roztworach. Stop
AZ31 zmodyfikowano roztworem PA metoda zanurzeniowg, w celu przygotowania powloki
PA, majacej na celu poprawe odpornosci korozyjnej oraz bioaktywnosci powierzchni.
Wtasnosci korozyjne in vitro stopéw magnezu AZ31 z powtokami PA oceniano za pomocg
elektrochemicznych testow korozyjnych. Natomiast biokompatybilno§¢ i1 bioaktywnos¢
powierzchni badano za pomocg krotkoterminowych testow 2z uzyciem komorek
kostniakomigsaka MG-63. Odpornos¢ korozyjna stopu AZ31 z powloka PA nie ulegla
znaczacej poprawie w poréwnaniu do stopu bazowego, jednak powloka wykazywata sktad
chemiczny i strukturg zblizong do fosforanow, hydroksyapatytu i kosci. Ponadto, powtoka PA
zwigkszata proliferacje komorek i znacznie poprawiata bioaktywnos¢ powierzchni stopu AZ31,
co czyni stop bardziej odpowiednim do stosowania w implantach kostnych [89].

Zastosowanie magnezu i jego stopéw jako degradowalnych implantéw ortopedycznych,
zdolnych do przenoszenia obcigzen mechanicznych, wymaga wielu badan. Pierwsze kroki
obejmuja modyfikacje szybkosci korozji materialtdow na bazie magnezu w S$rodowisku
fizjologicznym przez eksperymentowanie ze sktadem stopowym oraz obrobka powierzchni.
Niezbedna jest rowniez doktadna ocena cytotoksycznosci materialdw magnezowych. Magnez
wplywa na proliferacje komodrek kostnych, dlatego nalezy prowadzi¢ badania nad
réznicowaniem osteoblastow, proliferacja i tworzeniem zmineralizowanej kosci oraz wzrostem
tkanek w badaniach in vivo. Kluczowa bgdzie integracja implantu z tkanka kostng [90].

Biodegradowalne szkta metaliczne MgZnCa wykazujg duzg rozpuszczalnos¢ cynku
w amorficznej osnowie, co prowadzi do powolnego uwalniania wodoru podczas degradacji in
vitro i in vivo. Znaczne ograniczenie uwalniania wodoru, dzigki zastosowaniu stopow
amorficznych na osnowie Mg, zwicksza mozliwosci wykorzystania magnezu w implantach
degradowalnych. Stopy Mgeo+xZnssxCas (0 < x < 7) sa obiecujacymi kandydatami do tego typu
zastosowan, poniewaz wspieraja regeneracj¢ tkanki kostnej 1 charakteryzuja si¢ duza
wytrzymatoscig [91].

Masywne szkla metaliczne wytwarza si¢ bazujac na: Pd, Zr, metalach ziem rzadkich
oraz Fe, Cu, Ni, Mg i innych pierwiastkach. Amorficzne stopy na bazie Ca posiadaja duza
zdolno$¢ do zeszklenia przy stosunkowo niskich szybkosciach chtodzenia. Wyrdzniajg sig¢
stabilnoécig termiczng, odpowiednimi wlasnoéciami mechanicznymi i fizycznymi
w zastosowaniach biologicznych. Maja najnizsza gestos¢ ~2,0 glcm® sposrod wszystkich
masywnych szkiel metalicznych. Analiza strukturalna stopéw na bazie Ca wykazata, ze

sktadaja si¢ z pierwiastkow, ktorych struktura, $rednica atomowa i koncentracja atomow
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zapewniajg efektywne upakowanie klastrow atomowych i prowadza do zmniejszenia objgtosci
wlasciwej oraz nizszej energii swobodnej tych stopow. Stopy na bazie Ca majg niski modut
sprezystosci wzdtuznej. Modul Younga wynosi od ~ 25 do 35 GPa, modut §cinania miesci si¢
w zakresie od ~ 9 do 13 GPa, a wspdtczynnik Poissona wynosi od ~ 0,30 do 0,31. Modut
sprezystosci zwigksza sie, a wspolczynnik Poissona maleje wraz ze zmniejszeniem temperatury
zeszklenia Tq do 0 K. Masywne szkla metaliczne na bazie Ca maja lepsza odpornos$¢ na
utlenianie i degradacje, w poréwnaniu z ich krystalicznymi odpowiednikami. Wtasnosci
stopow zalezg od ich sktadu. Szkta Ca-Mg-Zn charakteryzujg si¢ najgorsza, a szkta na bazie Ca
z dodatkiem Al — najlepsza odporno$cig na utlenianie i korozj¢. Optymalizacja sktadu stopu
jest konieczna dla uzyskania lepszej kombinacji wymaganych wtasnosci [5].

Przyktadowe szkta metaliczne na bazie Ca opisywano w wielu pracach: Ca-Mg-Zn
[5,8,9,11,13,83,84], Ca-Mg-Cu [5,8,9,12,13,83,84], Ca-Mg-Ag [9,12,13,83], Ca-Mg-Zn-Sr-Yb
[21], Ca-Mg-Zn-Cu [5,8,9,11,83], Ca-Mg-Al-Zn [5,9,11], Ca-Mg-Y-Zn-Cu [92] i Ca-Li-Mg-
Zn [15]. Sktady chemiczne stopéw, zaproponowane przez Senkova i in. [5,11,84], mozna
opisa¢ wzorem: Ca-(Y,Ln)-(Mg,Sn)-(Al,Ag,Ga,Zn)-(Cu,Ni,Si).

Masywne szkta metaliczne na bazie Ca, Mg, Zn i Sr mogg by¢ stosowane jako materialy
na biodegradowalne implanty metalowe, w postaci stentow wiencowych i implantow kostnych
[17,21,93]. Dodanie Sr do BMGs na bazie Mg poprawia ich cytokompatybilno$¢, zmniejsza
objetos¢ uwolnionego wodoru, zwigksza ich zdolnos$¢ do zeszklenia i umozliwia kontrolowanie
szybko$ci korozji — zatem pozwala zmniejszy¢ aktywnos$¢ korozyjna [94]. Bazujace na Mg
i Ca stopy wykazuja niskg objetos¢ uwolnionego Ho, co jest spowodowane duzym udziatlem Zn
(od 30 do 38% at.) lub dodatkiem innych pierwiastkow, takich, jak: Sr i Yb [17,91,94].
Masywne szkla metaliczne zawierajace Sr lub Yb obejmuja nastgpujace grupy stopow:
MgZzZnCaSr [94], SrMgZnCu i SrLiMgZn [95,96], SrLiMgZnCaYb [96,97], SrMgZnYbCu
[95,96,98], SrMgZnCaYbCu [96,97], CaZnMgYb [17,93] i CaMgZnSrYb [21,96,97].

Stopy, ktore wedlug autoréw cytowanej literatury maja odpowiednie wilasnosci dla

zastosowan biomedycznych wyszczegolniono w tabeli 1.
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Tabela 1. Zestawienie wymienionych w wybranej literaturze stopéw, ktore sa lub moga by¢

zastosowane jako materiaty biomedyczne

Przyktadowe stopy Sktad chemiczny Oznaczenie Literatura
Fe-C-Si-Mn-P-S-Cr
“Mo-Ni 316L [86]
Fe-Cr-P-C -
Stopy bazie Fe Fe-B-C - [99,100]
Fe-Mn - [100]
Fe-Ag [101]
Fe-Au [101]
Ti-Al-V -
Ti-Al-V-B ] [85,86,102-105]
Stopy na bazie Ti Ti-Al-V-Fe - [106]
Ti-Au - [107]
Ti-Nb-Mo - [108]
Mg-Al-Zn-Mn AZ31 [87-89,109-112]
Mg-Al-Zn-Mn AZ61 [88]
Mg-Al-Zn-Mn AZ80 [111]
Mg-Zn-Mn-Si-Fe ZM21 [113]
Mg'A"Z”IQI'\iﬂ;S"Fe'C“' AZ91 [64,109,112,114,115]
Stopy na bazie Mg mg;gé; i [[1911%]
Mg-Y-Nd - [100]
Mg-Zn-Sr-Yb - [21]
Mg-Zn-Ca-Sr - [94]
Mg-Zn-Yb-Ag - [117]
Mg-Sn-Zn - [118]
Mg-Zn-X(X = Ca, Mn, Si) - [119]
Stopy na bazie Zn Zn-Mg - [100,120,121]
Ca-Mg-Zn, - [5,8,9,11,13,83,84]
Ca-Mg-Cu - [5,8,9,12,13,83,84]
Ca-Mg-Ag - [9,12,13,83]
CazZnMgYb - [17,93]
CaMgZnSrYb. - [21,96,97]
Stopy na bazie Ca Ca-Mg-Zn-Cu - [5,8,9,11,83]
Ca-Mg-Al-Zn, - [5,9,11]
Ca-Mg-Y-Zn-Cu - [92]
Ca-Li-Mg-Zn - [15]
Ca-(Y,Ln)-(Mg,Sn)-
(Al.Ag.Ga,Zn)-(Cu.Ni.Si) - [5.11,84]
Sr-Mg-Zn-Cu - [95,96]
Sr-Li-Mg-Zn - [95,96]
Stopy na bazie Sr Sr-Li-Mg-Zn-Ca-Yb - [96,97]
Sr-Mg-Zn-Yb-Cu [95,96,98]
Sr-Mg-Zn-Ca-Yb-Cu - [96,97]
. Zr-Cu-Ni-Al - [122]
Stopy na bazie Zr Zr-Ti-Cu-Ni-Be i [123]
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5.1. Degradacja stopéw wapnia

Niektore czynniki wplywaja na degradacje stopow metali. Wérdd nich wymienia si¢
[124]: napowietrzenie $rodowiska, rozpuszczone sole, pH roztworu i bakterie. Degradacje
stopow metali w srodowiskach chemicznych i elektrochemicznych mozna opisa¢ w odniesieniu
do utleniania metali, potencjalu elektrodowego metali, korozji galwanicznej, korozji
naprezeniowej i kruchosci wodorowej. Elektrochemiczne roztwarzanie metali i stopow metali
wynika z korozji szczelinowej oraz wzerowej [125]. W organizmie cztowieka, szybkosc¢ korozji
stopow metali moze wynika¢ z adsorpcji, jako pierwszego etapu interakcji metal-biatko. Jest to
wazny mechanizm degradacji stopéw metali [126], a do oceny ich roztwarzania wykorzystuje
si¢ badania in vitro i in vivo. Nie ma korelacji migdzy tymi metodami i nalezy z nich korzysta¢
tacznie dla lepszej oceny stopu. Najlepsza metoda degradacji in vitro jest zanurzenie w osrodku
korozyjnym symulujacym srodowisko fizjologiczne ciata cztowieka. Elektrochemiczna metoda
zanurzenia w roztworze NaCl nie daje wiarygodnych wynikoéw. Wyniki badan in vivo zalezg
od rodzaju organizmu, np. gatunku zwierzecia, anatomicznej lokalizacji implantu oraz
niektorych parametrow fizjologicznych, takich, jak: pH roztworu, ci$nienie Krwi i st¢zenie
jonow chlorkowych. Wszystkie te parametry moga znaczaco zmieni¢ szybkos$¢ korozji
i odpowiedz ciata gospodarza. Metody te moga by¢ wykorzystane do badan degradacji stopow
magnezu oraz wapnia [127].

W literaturze [128], dotyczacej degradacji amorficznych stopéw wapnia wykorzystano
roztwory Ringera o sktadzie: 8,6 g/dm® NaCl, 0,3 g/dm® KCI i 0,48 g/dm® CaCl.-6H,0 oraz
fizjologiczny PWE (NaCl - 5,75-107 g/dm?, KCI - 0,38-10 g/dm?3, CaCl,-6H20 - 0,394-107
g/dm?, MgClz-6H.0 - 0,2:10° g/dm®, CHsCOONa - 4,62:10° g/dm? NasCsHsO7-2H20
- 0,9:107 g/dm®). Przyktad przygotowania ptynu fizjologicznego SBF (SBF, z ang. silmulated
body fluid) na 1000 ml destylowanej wody, ktory nie byt wykorzystany
W omawianej pracy, czesto byl stosowany w cytowanej literaturze [128]: 8,035 g/dm? NaCl,
0,355 g/dm® NaHCOs, 0,225 g/dm® KCI, 0,231 g/dm® K,HPO.-3H.O, 0,311 g/dm3
MgCl,-6H.0, 1,2 g/dm® 1M HCI, 0,292 g/dm?® CaCl,, 0,072 g/dm*® NazSOa, 6,118 g/dm?
(HOCH:)3sCNHo.

W literaturze [128], stosuje si¢ roztwory SBF i Hanka jako zblizone sktadem
chemicznym do ptynow ustrojowych w ludzkim ciele. Dla sporzadzenia roztworu Hanka, na
1000 ml destylowanej wody, nalezy doda¢ nastgpujace zwiazki chemiczne [17]: NaCl
(58,44 g/mol) 8 g, KCI (74,55 g/mol) 0,4 g, CaCl> (110,98 g/mol) 0,14 g, MgSO4-7H20
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(246,47 g/mol) 0,1 g, MgCl,-6H.0 (203,30 g/mol) 0,1 g, NazHPO4-2H.0 (177,99 mol/qg)
0,06 g, KH2PO4 (136,09 mol/g) 0,06 g, D-glukoza (dekstroza) (180,16 mol/g) 1 g, NaHCOs
(84,01 mol/g) 0,35 g.

Schematyczny proces degradacji masywnych szkiet CaMgZnYb w stanie

poczatkowego roztwarzania przedstawiono na rysunku 2, natomiast w stanie stabilnym na

rysunku 3.

Mn+ +nOH™ & M(OH)n M3—m(HmPO4)

M(S) - M™*(aq) + ne” M2(CO3)n
2H,0 + 2e"| H,(g) + 20H™(aq) Roztwarzanie
Cl

Masywne szklo metaliczne CaMgZnYDb

Rys. 2. Korozja masywnego szkta metalicznego CaMgZnYb w fazie poczatkowego

roztwarzania [17]

M3—m(HmPO4) M™ 4+ nOH™ < M(OH)
n

M2(CO3), PH
~ M(S) » M""(aq) + ne” v
Roztwarzanie 14,0 + 2e~ — H,(g) + 20H™(aq)
II Zi0, Y b(OH);

< B S+ e A P

Masywne szklo metaliczne CaMgZnYb

Rys. 3. Korozja masywnego szkta metalicznego CaMgZnYb przy stabilnym roztwarzaniu
stopu [17]
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CaMgZnYb BMGs zanurzono w roztworze Hanka. Ich powierzchnia jest wystawiona
na dzialanie roztworu wodnego, zwlaszcza jonéw Cl°, reakcji anodowych (M(s) —M""(aq)
+ne’) zachodzacych w podatnych obszarach oraz reakcji katodowych 2H,0+2e™—H>+20H"
(aqg), co prowadzi do zwiekszenia pH roztworu w kierunku zasadowym. W wyniku badan
korozyjnych stopu Casz2ZnisMgi2Ybig zanurzonego w roztworze Hanka w czasie 3h
stwierdzono, ze wapn najpierw uwalnia si¢ z osnowy. Uwolnione kationy sg taczone z grupa
OH" oraz z wodorotlenkami wytrgconymi na powierzchni probki. Odziatywanie jonow CIl°
moze wplyna¢ na rownowage Mg(OH). pomiedzy wytragceniem a rozpuszczeniem. Powstajaca
warstwa wodorotlenkoéw jest nietrwata, zwlaszcza w przypadku Ca(OH).. Uwolnione kationy
wytracajg si¢ rowniez w postaci fosforanéw i weglanow HPO, 2, HoPO;, PO3~, CO3~ i HCO3.
Ponadto, stata rozpuszczalnoéci produktow, Ksp, Cas(POa)2 (2,07-102%) i CaCOs (3,36-107°) jest
znacznie mniejsza niz Ca(OH)2 (5,02:10°), co bedzie wplywaé na rozpuszczenie warstwy
wodorotlenkowej. W miarg¢ postepu rozpuszczania, wapn jest stopniowo usuwany z obszaru
przylegajacego do powierzchni i najczgsciej wytraca sie¢ w postaci fosforandw 1 weglanow, co
potwierdzaja wyniki mapowania EDS i dyfraktogramow rentgenowskich. Jednocze$nie
zwigksza si¢ warto$¢ pH, co korzystnie wptywa na powstawanie ZnO i Yb(OH)s [17].

Uwalnianie Hz podczas rozpuszczania materialu w postaci ptytki spowodowato
powstanie porowatej warstwy produktow korozji, ktéore nie zapewniaja ochrony
antykorozyjnej. Sole NaCl, KCI lub CaCl; reaguja z zewnetrzng warstwa probki i inicjuja
powstawanie korozji wzerowej [82]. Przyktady reakcji w stopach, w ktorych zachodzi korozja
wzerowa dla r6znych roztworéw wodnych przedstawiono w pracy [129].

Dodatek cynku spowodowat powstanie tlenku cynku (ZnO), ktory moze dziata¢ jako
potencjalna warstwa ochronna. Niemniej jednak, proces korozji przebiega dalej [82]. W inngj
pracy [18], zaproponowano alternatywny mechanizm korozji. W pracy Nowosielskiego i in.
[82] oraz w artykule Cao i in. [18], nie zaobserwowano powstawania warstwy ochronnej na
powierzchni stopu amorficznego na bazie Ca. Wyniki tych prac zostaty niezaleznie poréwnane
z pracg Zberga i in. [91]. Zaobserwowano tworzenie si¢ produktow korozji bez wihasnosci
ochronnych na powierzchni stopu zanurzonego w wodzie destylowanej [129]. Po badaniach
korozyjnych stopéw Ca-Mg-Zn w wodzie destylowanej zidentyfikowano nastepujace zwigzki
[82,129]: wodorotlenek wapnia Ca(OH)2, (hydrat wapniowo-cynkowy/uwodniony
wodorotlenek wapnia i cynku Ca[Zn(OH)z]2-H20) i fazg wapniowo-cynkowsa CasZn. W pracy
Zberga i in. [91], zamiast wody destylowanej lub wodnego roztworu soli wykorzystano ptyn

przypominajacy roztwor fizjologiczny, w ktérym zanurzono stopy Ca-Mg-Zn.
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Nalezy oceni¢ role innych pierwiastkow chemicznych, takich, jak B, w celu
zmniejszenia aktywno$ci korozyjnej. Dodatek boru w amorficznych stopach Fe-Cr w 3%
roztworze NaCl spowodowal zmniejszenie szybkosci korozji [99], a dodanie niewielkiej ilo$ci
B (0,002-0,006% wag.) zwigkszyto odpornos¢ korozyjna stopow Al-Cu [130]. Tendencja do
tworzenia wzerow w stopach Ti-6Al-4V zmniejszyta si¢ po dodaniu B, a najlepsze wyniki
osiggnieto dla stopu o udziale 0,01% wag. B, w ktorym nie powstaly wzery [86]. Stad
metaloidy, takie, jak bor mogg spowolni¢ szybkos¢ korozji stopow na bazie zelaza, kobaltu
i miedzi w roztworze NaCl [131-133].

5.2. Wplyw dodatkow stopowych na cytotoksycznosé¢, aktywnos¢ korozyjna

i wlasnosci mechaniczne materialow biodegradowalnych

Obecnie biodegradowalne stopy stanowig obiecujaca klas¢ materiatow biomedycznych,
ktérym poswigcono wiele uwagi, ze wzgledu na ich zastosowanie jako tymczasowe implanty
medyczne [100]. W biomateriatach metalowych stosuje si¢ nastgpujace metale: tytan, kobalt,
zelazo, magnez, wapn, stront, ztoto, molibden, niob, srebro, cynk, iterb oraz inne, ktére
w odpowiednich st¢zeniach nie wykazuja cytotoksyczno$ci w organizmie cztowieka. Mozna
roOwniez wykorzysta¢ niemetale, takie, jak: krzem, bor, fosfor, wegiel, ktore réwniez
w odpowiednich stezeniach nie wykazuja dziatania toksycznego. W przypadku biomateriatow
resorbowalnych mozna stosowa¢ pierwiastki, ktore charakteryzuja si¢ rozpuszczalno$cia
w ciele cztowieka i mogg by¢ wykorzystywane do budowy tkanek, na przyktad kostne;.

Wapn jest gtéwnym sktadnikiem ludzkiej kosci, a jony Ca s3 korzystne dla leczenia
tkanki kostnej [134]. Z kolei cynk jest okreslany jako istotny pierwiastek w ludzkim ciele i jest
bezpieczny do zastosowan biomedycznych. Zmniejsza aktywno$¢ korozyjna w wyniku
tworzenia warstwy pasywnej na powierzchni stopéw [121], dlatego bardzo interesujace wydaje
si¢ przedstawienie zachowania takich stopow w $rodowisku fizjologicznym cztowieka,
zwlaszcza z biologicznego punktu widzenia. Nalezy wspomnie¢, ze w organizmie czlowieka
wystepuje wapn oraz wigkszos¢ innych pierwiastkow stopowych (magnez, cynk, iterb, stront,
bor i inne pierwiastki nie wykazujace cytotoksycznosci), wykorzystywanych w stopach na
bazie Ca.

Cytotoksycznos¢ stanowi wiasno$¢ pierwiastkow i roztwordw, polegajaca na dziataniu
toksycznym na komorki, w konsekwencji czego moze doj$¢ do ich zniszczenia (nekrozy) (rys.

4). Na skutek dziatania cytotoksycznego dochodzi do uszkodzenia genomu lub materiatu
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genetycznego komorki. Nie kazdy $rodek cytotoksyczny jest genotoksyczny. Cytotoksyczne
odziatywanie powoduje, ze komoérki moga ulega¢ martwicy i szybko obumiera¢ w wyniku lizy.
Komorki moga tez przesta¢ rosna¢ i dzieli¢ si¢. Apoptoza, czyli zaprogramowana $mierc
komorek moze by¢ przyspieszana na skutek dziania cytotoksycznego. Dlatego cytotoksycznos$¢
jest kluczowa cecha brang pod uwage przy opracowywaniu biomateriatow lub lekow, np.
przeciwnowotworowych [135].

Jadro
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3 3 ;
. komorka

Organelle komorkowe ——»i

/ N\
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ft .-

Nekroza Apopoptoza

Rys. 4. Cytotoksycznos¢ — roznica miedzy nekroza (nastepuje rozpad organelli)

a apoptoza komorek [135]

W organizmie czlowieka czgs¢ pierwiastkow (np. cynk, bor) wystepuje W postaci
mikroelementéw i makroelementow (np. wapn, magnez). W literaturze wykorzystuje si¢
rowniez okreslenie - pierwiastki sladowe. Pierwiastki niezbedne do zdrowego funkcjonowania
organizmu czlowieka znane sg rowniez jako biopierwiastki. Waph w organizmie cztowieka
w 99% wystepuje w kosciach, w postaci zwigzanej z apatytem, pozostala czg$¢ wystepuje
w postaci zjonizowanej w ptynach wewnatrzkomorkowym i pozakomorkowym. Ponadto, wapn
jest niedrogim, lekkim pierwiastkiem o matej gestosci (1,55 g/cm?®), ktory jest niezbedny do
stosowania w krotkotrwatych stopach na bazie Ca i Mg dla potencjalnego zastosowania jako
implanty ortopedyczne [136].

Odporno$¢ na korozje implantdéw ortopedycznych zalezy, m.in. od dodatkow

stopowych. Wapn jako metal lekki zwigksza wytrzymatos¢ i twardos¢ stopéw. Obserwuje si¢
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réwniez zmiany wplywajace na mikrostrukture i wilasnosci elektrochemiczne stopow
zawierajagcych Ca [137]. Pierwiastek ten jest istotny w konteks$cie kinetyki degradacji
implantow, poniewaz zwicksza ich resorpcje. Magnez w stopach na bazie Ca ma wiasnosci
mechaniczne podobne do ludzkich kosci. Niemniej jednak, stopy na bazie Ca charakteryzuja
si¢ duza aktywnoscia korozyjna [137].

Przewazajaca klasa materiatow wykorzystywanych przy tworzeniu krétkookresowych
implantéw sa stopy magnezu. Stosowane sa jako elementy ortopedyczne w kosciach regki lub
stopy. Biodegradowalny magnez jest wysoce biokompatybilny. Ponadto, magnez jako
pierwiastek stopowy, poprawia wiasnosci mechaniczne i zmniejsza aktywnos$¢ korozyjna
stopow (resorbowanych), ktére nie maja wypolerowanej powierzchni, co umozliwia ich
pasywacje. Ten niezwykle wazny makroelement dziata wielokierunkowo na organizm
cztowieka [136], dlatego stosuje si¢ go w leczeniu i zapobieganiu wielu choréb (w osteoporozie
na implanty kostne, jako stenty w chorobach uktadu krazenia oraz w innych przypadkach
choréb nowotworowych). Magnez jest niezbedny do prawidlowego funkcjonowania struktury
tkanki kostnej. Oprocz magnezu wapn, witamina D i fosfor wplywaja na prawidlows
mineralizacj¢ ko$ci, chronigc cztowieka przed osteoporoza. Magnez odpowiada za aktywnos¢
osteoblastow 1 osteoklastow, czyli komorek, ktore biorg udziat w metabolizmie kosci [137].
Magnez w stopach na bazie Ca charakteryzuje si¢ duzg szybkoscig korozji [137]. Szybko$¢
korozji moze zosta¢ zmniejszona przez dodanie metali i niemetali, typu: Zn, Yb, B i Au.

Cynk jest katalizatorem wielu reakcji w organizmie czlowieka. Uczestniczy
W przemianach bialek, tluszczéw 1 weglowodandw. Zn jest niezbedny do utrzymania
stabilnosci blon komorkowych. Wptywa na regulacje reakcji blony komoérkowe;j i jej strukture
[138]. Ponadto, cynk uczestniczy w przemianach energetycznych i jest pierwiastkiem
niezb¢dnym do utrzymania wlasciwej masy ciata. Cynk jako pierwiastek chemiczny mozna
stosowa¢ jako dodatek stopowy do stopow na bazie Mg. Dodatkowo, cynk powoduje
rozdrobnienie ziarna i powstawanie tzw. faz wtornych, co wptywa na wtasnosci mechaniczne
i korozyjne stopow Mg, poniewaz cynk zmniejsza aktywno$¢ korozyjna [117]. Ponadto, Zn
przeksztalca zanieczyszczenia, takie, jak: zelazo, miedz i nikiel w nieszkodliwe zwiazki
miedzymetaliczne, zmniejszajac w ten sposob ich dziatanie korozyjne [139].

Stront wykazuje wlasnosci takie jak: niski modut Younga, stabg reaktywno$¢ chemiczng
[95] oraz moze zapobiega¢ osteoporozie. Badanie zywotnosci komorek i aktywnosci ALP
(z ang. alkaline phosphatase, fosfataza alkaliczna) w ekstraktach 100, 50, 25, 10 i 5% dla stopu
Mg-Zn-Sr-Yb wykazalo znaczacy wzrost tych parametrow wzgledem grupy kontrolnej [21].
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Wzrost i roznicowanie komorek sa wspomagane przez wapn i inne kationy (np. Mg, Zn, Yb,
Sr) [17,21].

W ostatnich latach iterb byl uzywany jako obiecujacy dodatek stopowy, modyfikujacy
mikrostrukture i poprawiajacy wiasnosci mechaniczne tradycyjnych stopéw magnezu [139].
Dodatek Yb wptywa na zmniejszenie aktywnosci korozyjnej amorficznych stopow Ca-Mg-Zn-
(Yb) w roztworze Ringera. Degradacje stopoéw, zawierajacych dodatek Yb, oszacowano na
podstawie wynikow badan objeto$ci uwolnionego wodoru, badan elektrochemicznych (w tym
potencjodynamicznych i elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej (EIS, z ang.
electrochemical impedance spectroscopy). W niniejszej rozprawie doktorskiej, powstate na
powierzchni stopow produkty korozji identyfikowane byly za pomoca spektroskopii
fotoelektronow rentgenowskich XPS (z ang. X-ray photon spectroscopy) i dyfrakcji
promieniowania rentgenowskiego XRD (z ang. X-ray diffraction).

Dai i in. [51], opisali wptyw Yb®*" na komérki BMSC, w celu wyjasnienia mechanizmu
metabolizmu kosci i zaproponowania bardziej racjonalnego zastosowania zwigzkow opartych
na Yb do zastosowan medycznych. W wyzej wspomnianym badaniu [51] wykazano, ze Yb%*
w stezeniu 107 mol/l nie oddziatywat na Zywotno$¢ BMSC. Natomiast nieco wicksze stezenia
Yb®, w zakresie 10 - 10 mol/l, wptywaty rowniez pozytywnie na zywotno$¢ komorek.

Badania cytotoksyczno$ci amorficznych tasm MgeeZnzoCasxYbx (X = 0, 2, 4) i Mgro-
xZNz0Ybx (x = 6, 10) o zmiennym sktadzie chemicznym przedstawili rowniez Yu i in. [140].
Badania prowadzono bezposrednio i posrednio, przygotowujac ekstrakty o stezeniu 60%,
wykonano rowniez test adhezji. Ekstrakt wykazywal dobrg kompatybilno$¢ komoérkowa
z fibroblastami i osteoblastami. Adhezje¢ komoérek badano dla tasm bez oraz z dodatkiem iterbu.
Liczba komoérek w tescie adhezji byta porownywalna z grupa kontrolng i1 taSma amorficzna
z dodatkiem Yb. Probki bez dodatku Yb wykazaly 80% redukcje liczby komorek na ich
powierzchni w pordwnaniu z grupg kontrolng i prébkami z dodatkiem Yb.

Ponadto, Jiao i in. [17], wykorzystali lini¢ komorkowa MG-63 (z tac. osteosarcoma;
MG-63 cells line, linia komorkowa MG-63 kostniakomigsaka) do oceny cytokompatybilnosci
stopu CasZn:sMgi2Ybig 1 czystego magnezu. Komorki MG-63 na powierzchni stopu
z dodatkiem Yb miaty nadal zdrowy, wydtuzony ksztalt wrzeciona. Zauwazono rowniez, ze
sole iterbu stymuluja przemiang materii. Yu I in. [140] stwierdzili, ze dodatek 4% Yb do stopu
MgessZn30Cas obniza cytotoksyczno$¢ w badaniach in vitro.

Wtasnosci chemiczne iterbu, jako pierwiastka ziem rzadkich, sa podobne do wtasnosci
wapnia. Lu i in. [117], przestudiowali tzw. zachowanie korozyjne w symulowanym ptynie

ustrojowym (SBF), w ktorym zanurzone byly amorficzne stopy Mg-Zn-Yb-Ag o rdéznej
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zawarto$ci iterbu. Stwierdzili oni, ze dodatek 4% at. Yb znacznie zmniejszyt aktywnos$é
korozyjng w poréwnaniu do innych badanych stopoéw. Podobnie w pracy [141], gdzie
zaobserwowano pozytywny wplyw iterbu na aktywno$¢ korozyjng stopow Ca-Mg-Zn
w roztworze Ringera, bogatym w chlorki.

Aktualne badania wykazaly, ze bor jest bioaktywnym pierwiastkiem, ktory moze mie¢
wplyw na mikroarchitekture beleczkowa kosci (z ang. trabecular microarchitecture)
i wytrzymato$¢ kosci kortykalnej [142]. Istnieja obiecujace dowody na to, ze B wptywa na
wzrost istoty beleczkowej kosci i wyrostka zebodotowego oraz utrzymuje kos¢ w dobrym
stanie [143]. Bor zmienia reakcj¢ osteoblastow na poziomie molekularnym, wzmacnia kosci,
a takze pomaga w leczeniu zapalenia stawow (z ang. arthritis). Wykazano, ze suplementy
zawierajace fruktoboran wapnia zmniejszaja stopien nasilenia wskaznikow stanu zapalnego
(z ang. inflammatory stress biomarkers), tzw. biomarkeré6w w chorobie zwyrodnieniowej stawu
kolanowego (z ang. knee osteoarthritis) [144]. Leczenie zapalenia stawOw za pomocg 6 mg
boru w postaci fruktoboranu wapnia zmniejsza bol i obrzek [145-148]. Istnieja rowniez wyniki
badan potwierdzajace, ze bor ma wlasno$ci przeciwnowotworowe, co wskazuje, ze moze
spowalnia¢ postep raka prostaty, szyjki macicy i pluc [144]. Bor jest niezb¢dny dla
metabolizmu organizmu cztowieka i dla czynnikéw wzrostu kosci, takich, jak: wbudowywanie
1 wykorzystanie wapnia, magnezu, witaminy D3, estrogenu oraz prawdopodobnie wplywa na
testosteron [147,148]. Dodatek B do bioaktywnych szkiet, np. tlenkowych, poprawia wzrost
kosci, oddziatujac na angiogeneze, ktdra znaczaco wptywa na regeneracje kosci, co wykazano
w badaniach na hodowlach komérkowych [149]. Bor w organizmie cztowieka wplywa rowniez
na wydalanie Ca i Mg [145-148]. Suplementacja boru z wykorzystaniem kwasu borowego
oddziatuje na prawdopodobny mechanizm promujacy proliferacj¢ i roznicowanie komoérek
osteoblastycznych ssakow metodg in vitro [150].

Zwigkszony wzrost komorek przypominajacych osteoblasty odnotowano w przypadku
cienkich warstw diamentowych, co zauwazyt Grausova i in. [151]. Po okresie wysiewu
wynoszacym trzy dni, gesto$¢ populacji komorek na cienkich powtokach diamentowych
domieszkowanych B i powlokach z niedomieszkowanego diamentu nanokrystalicznego
wzrosta znacznie bardziej niz populacja komorek w grupie kontrolnej. Za$ ilos¢ komodrek na
powlokach niedomieszkowanych byta mniejsza niz w warstwach domieszkowanych borem.

Bor jako pierwiastek oraz jeden z waznych makroelementow w diecie ma pozytywny
wplyw na uktad immunologiczny i wspomaga procesy przeciwzapalne [149,152]. Dzigki temu
bor jest przydatny w zapobieganiu osteoporozy i choréb reumatycznych. Hernandez-Rodriguez

I in. [132], zbadali wptyw roznych zawartosci boru (0,06, 0,25, 0,5 i 1 wag.% B)
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w biokompatybilnym stopie CoCrMo, na aktywnos$¢ korozyjng stopu w roztworze soli
buforowanym fosforanami (PBS, z ang. phosphate-buffered saline). Zaobserwowali poprawe
odporno$ci korozyjnej wraz ze zwigkszeniem udzialu B. Podobne wyniki Kkorozji
elektrochemicznej uzyskano podczas zanurzenia w roztworach PBS i Ringera [141,153,154].
Z kolei autorzy w pracy [141] zasugerowali, ze dodatek boru do stopéw na bazie Ca spowalniat
szybkos¢ korozji (dzigki tworzeniu bariery miedzy Ca, jonami B i Cl oraz tworzacej si¢ grubej
warstwy produktéw korozji) i obnizat obj¢tosé uwolnionego Ho.

Ztoto wykorzystywane jest w medycynie, np. w implantologii. Implanty na bazie ztota
sa stosowane w chirurgii rekonstrukcyjnej. Au wykorzystywane bylo w leczeniu
reumatoidalnego zapalenia stawow oraz w konstruowaniu stentdéw wewnatrznaczyniowych
[155]. W przypadku stentow, ztoto stuzy do zwigkszenia ich biokompatybilnosci
i hemokompatybilnosci [156]. Ponadto, ztoto w stopach z innymi metalami szlachetnymi
i nieszlachetnymi jest rowniez stosowane w wyrobach dentystycznych na korony i mosty do
naprawy ztamanych z¢bow [157]. Ztoto jest znane jako najbardziej obojetne z metali odpornych
na korozje [158].

ZYoto jako dodatek stopowy ma rowniez dziatanie przeciwnowotworowe [159]. Wyniki
pokazuja, ze zwiazki Au sg bardziej cytotoksyczne dla komoérek nowotworowych niz dla
zdrowych [160]. Dodatkowo, zwigzki zlota wykazuja wiasnoSci lecznicze. Ze wzgledu na
reakcje z lipidami skory, nanoczasteczki ztota sa w stanie otworzy¢ warstwe rogowa naskorka
i przenikna¢ przez nig [161], a stopien penetracji zalezy od ich wiasnosci fizykochemicznych
[162].

Dobre wtasnosci antykorozyjne [141,154], wynikaty rowniez z dodatku zlota jako
pierwiastka stopowego [163] lub w postaci nanoczastek znajdujacych si¢ w naniesionej
powloce [164,165]. Lee i in. [163], badali odpornos¢ korozyjng stopéw Ti-xAu (x =5, 10, 15,
20 i 40% wag.) w 0,9% roztworze NaCl, w temperaturze 37 °C. Stwierdzili, ze stop Ti-20Au
wykazywal najnizszg warto$¢ potencjalu korozyjnego, Ecorr, réwng -278,33 mV, natomiast
najmniejsza gestos¢ pradu korozyjnego zaobserwowano dla stopu Ti-5Au. Cienkie warstwy
ztota (o grubos$ci okoto 50 1 100 nm), ktore zostaly naniesione na stopy Ni-Cr-Mo technika
napylania magnetronowego, zostaly przetestowane przez Wadullaha i in. [165]. Zachowanie
korozyjne probek badano w roztworze sztucznej §liny w temperaturze 37 °C. Autorzy
odnotowali nizsze wartosci gesto$ci pradow korozyjnych i wyzsze wartosci potencjatow

korozyjnych dla stopéw pokrytych ztotem.

31



Resorbowalne stopy Ca-Mg-Zn z dodatkiem iterbu, boru i ztota do zastosowan biomedycznych
mgr inz. Dawid Szyba

5.3. Cytotoksycznos¢ stopow wapnia

Podstawowa wlasno$cig materiatu, ktora decyduje o jego przydatnosci do zastosowan
biomedycznych jest biotolerancja. Ocena biozgodnosci [166], wymaga przeprowadzenia badan
in vitro na wyizolowanych komorkach lub tkankach, a takze testow in vivo na zwierzg¢tach
i badan przedklinicznych [167]. Testy in vitro sg sposobem na wst¢pne ustalenie reakcji zywych
komorek w obecnos$ci badanego biomateriatu. Jednym z podstawowych testow in vitro jest
badanie cytotoksyczno$ci materialdow stosowanych w medycynie. Substancje toksyczne
uwalniane przez materiat w kontakcie z tkankami lub ptynami ustrojowymi mogg uszkodzic¢
btong komorkowa, zmieni¢ aktywno$¢ metaboliczng komorek 1 uszkodzi¢ materiat genetyczny
komorki. Cytotoksycznos¢ jest oceng wptywu potencjalnego biomateriatu na obserwowane pod
mikroskopem komorki - w okreslonym czasie ekspozycji lub aktywnos$ci enzymow
potwierdzajacych zywotno$¢ komorki. Nalezy jednak wspomnie¢, ze badanie cytotoksycznosci
nie uwzglednia braku wszystkich warunkoéw wystepujacych w srodowisku fizjologicznym, ale
jest to badanie oceniajace ogdlne zachowanie zywych komorek w kontakcie z biomateriatami.

Roézne zwigzki chemiczne pochodzace z biomateriatu oddziatujg z komérkami na rdzne
sposoby, mozliwie zaburzajac ich procesy zyciowe. Jednym z dokumentéw, na podstawie
ktorego wykonuje si¢ badania toksyczno$ci wyrobéw medycznych jest norma PN-EN ISO
10993-5:2009 (Biologiczna ocena wyroboéw medycznych - Cz¢$¢ 5: Badania cytotoksycznos$ci
in vitro). Okreslenie aktywnosci cytotoksycznej odbywa si¢ na podstawie porownania zmian
zachodzacych w komorkach pod wplywem badanego materiatu w stosunku do probki
kontrolnej [168]. Probka kontrolng jest hodowla komorkowa prowadzona bez biomateriatu lub
z materialem ze znanym zakresem st¢zen cytotoksycznych. Przy okres§laniu zywotnosci
komorek na podstawie liczby martwych komorek nalezy uwzgledni¢ rodzaj kontaktu
z biomateriatem, poniewaz badanie cytotoksycznosci moze zdyskwalifikowa¢ biomateriat do
dalszego wykorzystania. Jednym z najcze$ciej stosowanych testow do badania Zywotnos$ci
komorek jest test MTT (test kolorymetryczny do oceny aktywnos$ci metabolicznej komorek,
MTT shuzy do oceny ilosci zywych komorek) [169]. Ten test nie dostarcza informacji na temat
rodzaju wystepujacych toksyn, ale okresla efekty biologiczne zwane cytotoksyczno$cig
r6znych materiatdéw wchodzacych w sktad implantu [170].

Kazdy wyrob medyczny lub material uzyty do jego produkcji, rowniez przeznaczony
do implantacji, przechodzi badania biomedyczne (pod wzgledem zgodnosci), aby stwierdzic,

ze nie ma negatywnego wpltywu na tkanki, komodrki i ptyny ustrojowe w $rodowisku
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fizjologicznym. Rodzaje metod badan in vitro i in vivo zwigzane z oceng zgodnosSci
biologicznej wyrobéw medycznych stanowig tres¢ obowigzujacej normy PN-EN I1SO 10993-
1:2010 (Biologiczna ocena wyrobéw medycznych - Cze$¢ 1: Ocena i badanie w procesie
zarzadzania ryzykiem). Wybdr metody badan biologicznych zalezy od typu zastosowanego
wyrobu medycznego, czasu implantacji produktu medycznego w organizmie cztowieka oraz
rodzaju kontaktu (w tym: kontakt zewngtrzny, wewnetrzny, z nienaruszong skora, btong
sluzowa, z krwia, tkankg kostng, ptynami tkankowymi itp.). Norma PN-EN ISO 10993-1:2010
klasyfikuje wyroby medyczne na te, ktore pozostajag w organizmie pacjenta nie dluzej niz 24 h,
ponad 24 h, ale nie dluzej niz 30 dni i te, ktore pozostaja w statym kontakcie powyzej 30 dni.
Wséréd badan biozgodnosci, w zaleznosci od czasu kontaktu z organizmem i rodzaju
przeznaczenia biomaterialu mozna wyr6zni¢ [169]:

e cytotoksyczno$¢ in vitro,

e dziatanie uczulajace,

e dziatanie draznigce lub reaktywno$¢ §rodskorna,

e o0stra toksycznos$¢ ogélnoustrojowa,

e toksyczno$¢ podostra i podprzewlekla,

e genotoksycznose,

e reakcje poimplantacyjng i zgodnos¢ z krwia.

Szkta metaliczne Ca-Mg-Zn, ze wzgledu na ich rozpuszczalno$¢ i biokompatybilno$¢
sg potencjalnymi kandydatami na tymczasowe implanty resorbowalne [91]. Innym powodem
zastosowania amorficznych stopow Ca-Mg-Zn na implanty ortopedyczne sa wlasnosci
mechaniczne zblizone do ludzkich kosci. Wytrzymatos$¢ na $ciskanie i modut Younga dla kos$ci
kortykalnej (z ang. cortical bone) wynoszg, odpowiednio 130-180 MPa oraz 3-30 GPa [19].
Wartosci modutu Younga, ktore sa bliskie wynikowi modutu ludzkiej kosci uzyskano
z nastgpujacych  materiatbw  amorficznych: dla  CassMgisZno (22,3  GPa)
I Ca20MQ20Zn20Sr20Yb2o (19,4 GPa) [21].

W celu oceny biokompatybilnosci stopéw amorficznych na bazie Ca wykonuje sig¢ testy
cytotoksycznosci. Eksperymenty przeprowadzono na komorkach przypominajacych
osteoblasty (z ang. osteoblast-like), a wiec komodrkach nowotworowych kostniakomigsaka MG-
63 [17,19]. Zywotnos¢ komorek MG-63 hodowanych w réznych stezeniach ekstraktow stopow
CaMgZnYbSr, aktywnos¢ ALP komoérek MG-63 hodowanych w roznych stezeniach

33



Resorbowalne stopy Ca-Mg-Zn z dodatkiem iterbu, boru i ztota do zastosowan biomedycznych
mgr inz. Dawid Szyba

ekstraktow stopow CaMgZnYbSr oraz odchylenie standardowe: n = 5; *p < 0,05, **p < 0,01

zaprezentowano na rysunku 5 [21].

g

g 8

140 }

Normalizowana aktywnos¢ ALP |[%]

o N583888

1 3 s
Czas wzrostu komorek [d]

Rys. 5. Wyniki badan cytotoksycznos$ci, w tym: (a) zywotnosci komorek MG-63
w roznych ekstraktach ze stopéw CaMgZnYbSr oraz (b) aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej tych
komorek w réznych stezeniach ekstraktow dla stopow CaMgZnYbSr,

odchylenie standardowe: n =5; *p < 0,05, **p < 0,01 [21]

W celu przeprowadzenia badan cytotoksycznych wytwarza si¢ ekstrakt z potencjalnych
implantow, w tym wypadku ze stopéw masywnych szkiel metalicznych Ca-Mg-Zn,
roztwarzajac je w pozywce ekstrakcyjnej (zgodnie z normg PN-EN 1SO 10993-5:1999).
Z implantéw wytwarza si¢ ekstrakty w zakresie stezen 5-20%. Z otrzymanych wynikow badan
wnioskuje si¢, ze badane stopy nie miaty dziatania cytotoksycznego i poprawialy zywotno$é
komorek MG-63. Ponadto, ekstrakty Ca-Mg-Zn wzmagaty produkcje enzymu fosfatazy
alkalicznej przez komorki MG-63 [19]. Uwzgledniajac brak istotnego wptywu cynku na
aktywnos¢ ALP [17], przeprowadzono rowniez testy cytotoksycznosci na komorkach MG-63
przy uzyciu ekstraktow ze stopow Ca-Mg-Zn-Yb. Zaobserwowano, ze stopy nie wykazywaty
negatywnego wplywu w szerokim zakresie stezen ekstraktow: 5, 10, 50 i 100%. Szybkos¢
rozpuszczania stopdw amorficznych jest spowalniana przez ZnO i wodorotlenki Mg(OH)2, gdy
komorki MG-63 stykajg si¢ bezposrednio z produktami korozji [17].

Wiasciwy dobdr sktadu potencjalnego biomateriatu jest niezwykle wazny. Niewtasciwa
selekcja metalowego materialu lub stopu stosowanego w implantologii moze powodowaé
reakcje alergiczng organizmu, znang jako metaloza [171]. Typy metalozy rozroézniane sg w skali
okres$lajacej nasilenie objawow chorobowych 1 nazywane s3: metalozg cichg, ostra 1 dyskretng.
Jest to spowodowane wieloma mechanizmami, takimi, jak: przedostanie si¢ fragmentow

implantu do tkanek otaczajacych implant (co zwykle jest spowodowane $cieraniem
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powierzchni implantu), migracja produktow korozji z powierzchni implantu (na powierzchnie
otoczenia) lub w wyniku reakcji jonoéw metali w kontakcie z ptynami ustrojowymi czlowieka.

W tym kontekscie, celem pracy doktorskiej byto zbadanie zachowania biologicznego
i korozyjnego osmiu stopéw Ca-Mg-Zn-(Yb,B,Au) z réznymi dodatkami boru i ztota. Badania
in vitro sg doskonalym sposobem wstgpnego okre§lenia zachowania zywych komorek
w kontakcie z badanymi materiatami. Ponadto, nalezy zweryfikowac, ktére z proponowanych
sktadéw chemicznych sg bardziej cytokompatybilne i odporne na korozje.

W literaturze nie ma zbyt wielu prac w tym zakresie, porownujac ilos¢ zrodet informacji
na temat stopéw na bazie Ti czy Mg. Niewielka liczba artykutéw zwigzanych z zastosowaniem
stopow na bazie Ca czy Sr daje mozliwosci kontynuowania badan tych biomateriatow
z r6znymi dodatkami stopowymi, wiaczajac standardowe dodatki stopowe (Mg, Zn). Dzieki
temu rowniez mozna wykorzysta¢ pierwiastki, jak: Yb, B, Au oraz inne nie cytotoksyczne.

Nowoczesne metody leczenia schorzen narzadu ruchu stawiajag wysokie wymagania
materialom biomedycznym, w tym stosowanym do wytwarzania implantow kostnych.
Materialty te powinny wyrdznia¢ si¢ odpowiednimi wilasno$ciami mechanicznymi,
fizykochemicznymi (np.: wigzania chemiczne z tkankg kostna, reakcje biochemiczne migdzy
implantem a tkanka), korozyjnymi, ale przede wszystkim powinny by¢ biokompatybilne
I nietoksyczne [172]. W ostatnich latach pojawily si¢ implanty biokompatybilne
i biodegradowalne (resorbowalne) takie, jak: polimerowe, ceramiczne i metalowe (np. stopy na
bazie magnezu), ktére po wszczepieniu ulegaja powolnej degradacji. Takie biomateriaty
(o strukturze krystalicznej) zostaly szeroko przebadane i sg bardziej korzystne, poniewaz
zmniejszaja koszty opieki zdrowotnej i eliminujag wykonanie kolejnej operacji zwigzanej

z usuni¢ciem implantu [137,173,174].
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6. Metodyka badawcza

6.1. Przygotowanie materialow do badan

Resorbowalne stopy na bazie Ca o sktadzie CassM@2Znzs, CassMgioZngs
i Caz2Mg12Zn3gYbig (at.%), CazMg12ZnzgYbis-xBx (X = 1, 2, 3 at.%), Cas2Mg12ZnsgYbis-
xBxAux (X = 1, 2 at.%) zostaly przygotowane przy uzyciu generatora indukcyjnego
w atmosferze ochronnej argonu. W pierwszym etapie przetopiono metale
0 podobnej temperaturze topnienia: Ca (842 °C), Yb (824 °C) i Au (1064 °C). Nastepnie dodano
Mg (650 °C) i Zn (419 °C). Bor dodano po otrzymaniu pigciosktadnikowego stopu. Pierwiastki
Ca (99,9%), Mg (99,9%), Zn (99,9%), Yb (99,9%), Au (99,9%) miaty posta¢ drobnego
granulatu lub peletu, natomiast B (99,9%) uzyto w stanie sproszkowanym, w celu zwigkszenia
jego rozpuszczalnosci w stopionych wstepnie stopach CaMgZnYb i CaMgZnYbAu. Wleki
koncowe miaty posta¢ cylindrow o $rednicy 30 mm.

Otrzymane wlewki stopéw wstepnych zostaly uzyte do wytworzenia probek
w postaci plytek metoda odlewania ci$nieniowego PDC (z ang. pressure die casting) (rys. 6)
[82,92,175-178]. Wlewki w ksztalcie kragzkow pocieto na mate kawalki, a nast¢pnie
umieszczono w tyglu kwarcowym. Dzieki temu procesowi Wytworzono masywne szkta
metaliczne w postaci ptytek o dtugosci i szerokosci 10 mm oraz grubo$ci 1 mm. Masywne szkta
metaliczne najczesciej sa wytwarzane metodg odlewania cisnieniowego [178] lub metoda

odlewania prozniowego (z ang. suction casting) [179].

Doprowadzenie Doprowadzenie
gazu gazu
obojetnego  wypychajacego

\ W\

Tygiel kwarcowy
Cewka Wlewek stopu
wstepnego
Prébka (pret lub -
plytka) \
Forma
Cu

Rys. 6. Metoda odlewania ci$nieniowego [178]

36



Resorbowalne stopy Ca-Mg-Zn z dodatkiem iterbu, boru i ztota do zastosowan biomedycznych
mgr inz. Dawid Szyba

6.2. Badania dyfrakcyjne i kalorymetryczne

W ramach badan dokonano analizy struktury amorficznej probek odlewanych.
Przeprowadzono badania za pomoca dyfrakcji rentgenowskiej (XRD, z ang. X-ray diffraction
analysis - dyfrakcja rentgenowska) z wykorzystaniem dyfraktometrow wyposazonych w lampy
0 anodzie Co Ka (dtugos¢ fali A =0,17902 nm) oraz Cu Ka (dtugos¢ fali A = 0,154178 nm).

Dane dotyczace dyfrakcji neutronéw (ND, z ang. neutron diffraction - dyfrakcja
neutronow) dla ptytki Caz2Mgi12ZnsgYbisB1Auir w stanie po odlaniu zebrano przy uzyciu
dyfraktometru proszkowego neutronéw MTEST przy dlugosci fali A = 0,111 nm. Badania
realizowano w Budapesztanskim Centrum Neutronow.

Roznicows kalorymetri¢ skaningowa (DSC, z ang. differential scanning calorimetry
- roznicowa kalorymetria skaningowa) zrealizowano z zastosowaniem analizatora termicznego
NETSCH STA 449 F3 Jupiter przy szybkosci grzania 20 K/min, w atmosferze ochronnej He.
Pomiary wykonano, w celu okre$lenia temperatury zeszklenia (Tg, z ang. glass-transition
temperature), temperatury poczatku krystalizacji (Tx, z ang. onset crystallization temperature),
temperatury piku krystalizacji (Tp, z ang. peak temperature of the crystallization) oraz

zachowania krystalizacyjnego probek amorficznych.

6.3. Badania wlasno$ci mechanicznych

Przeprowadzono statyczne testy $ciskania i badania twardosci na analizowanych
probkach do dalszej oceny wlasnosci mechanicznych. Do niestandardowych testow $ciskania
przygotowano probki w ksztatcie odlanej ptytki o grubosci 1 mm oraz wysokos$ci 1 dlugosci
3 mm (1/3/3). Nastegpnie ptytki zbadano przy uzyciu maszyny wytrzymatosciowej ZWICK typ
100, w temperaturze pokojowej. Dla kazdego stopu wykonano 3 proby $ciskania i wyznaczono
srednig wytrzymalo$¢ na $ciskanie.

Badania mikrotwardosci przeprowadzono metodg Vickersa, zgodnie z normg PN-EN
ISO 6507-1:2007, na urzadzeniu Future-Tech FM-700 przy uzyciu automatycznego systemu
do badania twardosci FM-ARS 9000. Pomiary prowadzono przy obcigzeniu 100 g (0,98 N).
Czas odcisku wglebnika w powierzchni¢ probki wynosit 15 sekund. Testy wykonano na
9 rdéznych obszarach jednej probki. Probkami bylty ptytki o przekroju prostokatnym,

o wymiarach 3 mm x 1 mm (szeroko$¢ x grubos¢).
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6.4. Badania mikroskopowe

Strukture odlanych probek przebadano metoda wysokorozdzielczej transmisyjnej
mikroskopii elektronowej (HRTEM, z ang. high-resolution transmission electron microscopy)
oraz wykonano obrazy dyfrakcyjne elektronow z wybranych mikroobszaréw probek za pomocg
SAED (SAED, z ang. selected area electron diffraction - dyfrakcja elektronowa wybranych
mikroobszaréw). Probki do badan w mikroskopie HRTEM zostaly przygotowane przez
trawienie jonowe z wykorzystaniem jonow galu w skaningowym mikroskopie SEM-FIB
(SEM-FIB, z ang. scanning electron microscope with an focused ion beam - skaningowy
mikroskop elektronowy ze skupiong wigzka jonéw). Obrazy z mikroskopii HRTEM i dyfrakcje
SAED zebrano z wykorzystaniem skaningowo-transmisyjnej mikroskopii elektronowej S/ITEM
(z ang. scanning-transmission electron microscope) w mikroskopie S/TEM TITAN 80-300 FEI
przy napigciu roboczym 300 kV. Mikrostrukture stopéw opisano na podstawie obrazéow
mikroskopowych w jasnym polu wykonanych mikroskopem Axio Observer firmy Zeiss.

Analiz¢ powierzchni probek scharakteryzowano za pomoca skaningowej mikroskopii

elektronowej SEM (z ang. scanning electron microscope) przy uzyciu mikroskopu Supra 35
firmy Zeiss, ze spektroskopig promieniowania rentgenowskiego z dyspersjg energii EDS
(z ang. energy dispersive X-ray spectroscopy).

Analize sktadu chemicznego przedstawiono z wykorzystaniem mikroanalizy
rentgenowskiej na urzadzeniu JEOL JXA 8230. Zastosowano napigcie przyspieszajace 15 kV,
z pradem wigzki elektronow 30 nA. Analize¢ iloSciowa sktadu chemicznego 1 mapy rozktadu
pierwiastkow wykonano metoda dyspersji dtugosci fali (WDS, z ang. wavelength dispersive
spectrometry - spektrometria dyspersji dlugosci fali). Wielko$¢ analizowanego obszaru,
wynikajgca z charakterystyki wigzki elektronéw oraz obszaru wzbudzenia promieniowania
rentgenowskiego, wynosita 1 um?. Jako wzorce w analizie ilo§ciowej zastosowano: czysty Zn,
wollastonit (CaSiOs) jako wzorzec wapnia, tlenek magnezu (MgO) jako wzorzec magnezu,
fluorek iterbu (YbF3) jako wzorzec iterbu, borek lantanu (LaBs) jako wzorzec standardowy
boru i czyste Au.

Pomiary topografii 1 chropowato$ci probek wykonano za pomocg mikroskopu
konfokalnego Zeiss LSM Exciter 5 z systemem obserwacji obejmujacym 4 lasery o dtugosci
fali w zakresie od 405 do 633 nm. Urzadzenie zostato wyposazone w system akwizycji i analizy

obrazu ZEN. Przed wykonaniem obserwacji za pomocg mikroskopu konfokalnego,
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powierzchnie probek polerowano mechanicznie papierami $ciernymi SiC o gradacji od 500 do
2400, nastepnie polerowano je zawiesing diamentowa i czyszczono alkoholem.

Dodatkowo, wykonano analize chropowato$ci powierzchni. Wyznaczono parametry
chropowato$ci powierzchni: chropowatos$¢ srednig - Ra i $rednig kwadratowg - Rs, stopow na

bazie Ca.
6.5. Badania elektrochemiczne

Aktywnos¢ korozyjna stopéw Ca-Mg-Zn, Ca-Mg-Zn-Yb, Ca-Mg-Zn-Yb-B, Ca-Mg-
Zn-Yb-Au wyznaczono na podstawie oceny objetosci uwolnionego wodoru w funkcji czasu,
mierzonego podczas testow zanurzeniowych w roztworze Ringera, ktore przeprowadzono
w 37 °C przy uzyciu zestawu eksperymentalnego: biurety chemicznej z miarkg oraz zaworem,
lejka szklanego, naczynia do prob zanurzeniowych oraz korka z otworem, na zamocowanie
biurety [180,181], jak i za pomoca badan elektrochemicznych. Roztwor Ringera jest czgsto
stosowany w medycynie jako $rodek do nawadniania, uzupetniajacy niedobor elektrolitow.

Pomiary elektrochemiczne wykonano przy uzyciu potencjostatu Autolab 302 N,
wyposazonego w celke elektrochemiczng z ptaszczem wodnym. Pomiary rozpoczgto przy
warto$ciach potencjalu obwodu otwartego, Eocp, uzyskanych po czasie 3600 s, nastepne
badania przeprowadzono przy napigciu pomiarowym o wartosci 5 mV, w zakresie
czestotliwosci 107 - 10° Hz. Elektroda robocza byta probka stopu, jako elektrode odniesienia
zastosowano nasycong elektrode kalomelowa (SCE, z ang. saturated calomel electrode), zas
przeciwelektroda byt pret platynowy. Krzywe potencjodynamiczne [92], rejestrowano
w zakresie potencjatu Eoce 0d -250 do +250 mV. Szybkoé¢ skanowania wynosita 1 mV s,
a zmiany wartosci potencjatu obwodu otwartego zbierano przez 3600 s. Parametry korozyjne,
takie, jak: potencjal korozyjny (Ecorr) 1 gestos¢ pradu korozji (jecorr), Wyznaczono metodg
ekstrapolacji Tafela, wykorzystujac zaréwno katodowe, jak i1 anodowe gat¢zie krzywych

polaryzacyjnych [182-184]. Opor polaryzacyjny (Rp) obliczono wedtug réwnania (1):

1

2,303 (% + %) jcorr' 1)

R, =

gdzie:
Pa 1 pc to odpowiednio anodowe i katodowe nachylenia krzywych Tafela, obliczone

metoda ekstrapolacji Tafela [182].
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Pomiary aktywno$ci korozyjnej stopow, za pomocg testow elektrochemicznych,
wykonano w ptynie PWE i roztworze Ringera (firmy Baxter), w temperaturze 37 °C [180].
Warunki eksperymentu byty zblizone do srodowiska wewnatrz organizmu.

W ramach podsumowania pomiarow  potencjodynamicznych, wykonano
elektrochemiczng spektroskopie impedancyjng (EIS) przy potencjatach obwodu otwartego
z amplituda potencjatu ustawiong na 5 mV, w zakresie czestotliwosci 107 - 10° Hz. Dane EIS
analizowano przy uzyciu oprogramowania NOVA w wersji 1.11.2. Zaproponowano obwdd
zastepezy, uzyskany w wyniku dopasowania krzywych obwodu symulowanego do obwodu
rzeczywistego.

Objetos¢ uwolnionego Hz obliczono metodg przedstawiong w [185]. Dane pomiarowe
objetosci uwolnionego Hz w funkcji czasu zanurzenia zostaty dopasowane w przyblizeniu do
wynikoéw rzeczywistych z wykorzystaniem ekstrapolacji.

Objetos¢ uwolnionego wodoru monitorowano rowniez dla obu stopoéw podczas
zanurzenia przez 30 dni, przy czym pomiary wykonywano w odstgpach 24-godzinnych.
Wykorzystano probki o wymiarach 10x10x1 mm. Przeprowadzono réwniez badania

zanurzeniowe, w celu obliczenia szybkoéci korozji (Vcorr, g/m?-h), wedtug réwnania (2) [114]:

Am
Veorr = ﬁr (2)
gdzie:
Am - réznica masy probki przed i po badaniu korozji [g],
S - powierzchnia probki [m?],

t - czas zanurzenia [h].

Btad wzglgdny pomiaru byt oszacowany metoda réznicowa i miescit si¢ w zakresie od
1,2 do 2,5%. Dane pomiarowe powstajagcego podczas korozji zanurzeniowej wodoru

ekstrapolowano funkcj¢ wielomianows.
6.6. Badania produktow korozji

Po badaniach korozyjnych zrealizowano pomiary z zastosowaniem spektroskopii
fotoelektronow XPS korzystajac ze spektrometru PHI 5700/660 firmy Physical Electronics.
W badaniu XPS stosuje si¢ bardzo wysoka préznie UHV (z ang. ultra-high vacuum)

— 10 Torr i monochromatyczne zrodto promieniowania Al Ka (1486,6 eV). Probki do
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eksperymentéw XPS trzymano W prozni (10”° Torr) przez 12 godzin. Widma z pomiaréw byty
zbierane przy energii 187,85 eV. Widma przeanalizowano z wykorzystaniem programu
MultiPak wersja 9.2, zgodnie z pikiem Cls, ktory byt uzywany jako pik odniesienia do korekcji
odktadajgcego sie tadunku. Wszystkie zarejestrowane poziomy podstawowe linii widma
podczas badan XPS byty mierzone w rozdzielczosci 0,1 eV.

Analizg profilu glebokosci (DP-XPS) przeprowadzono podczas cyklicznego trawienia
jonowego za pomocg wigzki Ar* o wartosci 1,5 kV. W kazdym cyklu wigzka argonu byta
emitowana przez 15 min, a nastgpnie uzyskiwano linie poziomu rdzenia dla elementéw
o najwigkszym przekroju fotoemisyjnym. Procedure powtorzono, uzyskujac koncowy czas
rozpylania 240 min. Wszystkie wyznaczone widma odniesiono do piku dla orbitalu C1s.
Widma pomiarowe zebrano z energig przejscia 187,85 eV i 0,8 eV/krok, podczas, gdy
wszystkie linie poziomu rdzenia zmierzono z energig przejscia 23,5 eV i rozdzielczo$cia
0,1 eV. Analizg¢ danych XPS wykonano przy uzyciu oprogramowania MultiPak wersja 9.4.
Przydziat pikoéw i identyfikacje stanow chemicznych zrealizowano w oparciu o wewngtrzng
baz¢ danych MultiPak oraz baz¢ Narodowego Instytutu Norm i Technologii (NIST, z ang.
National Institute of Standards and Technology - Narodowy Instytut Norm i Technologii,
Gaithersburg, Maryland, USA).

Stezenia Ca, Mg, Zn, Yb, B i Au w roztworze Ringera, przed i po teScie zanurzeniowym,
0znaczono za pomocg emisyjnego spektrometru atomowego z indukcyjnie sprzezong plazma
ICP-AES Varian 710-ES, wyposazonego w OneNeb nebulizer i szklang komore natryskowa
Twister. Parametry aparatury pomiarowej oraz wybrane linie emisyjne przedstawiono w tabeli
2 [141]. Doktadnos¢ linii emisyjnych wynika z rozdzielczosci spektrometru oraz istotnie

wplywa na minimalizacje zaktocen spektralnych, zwigzang z identyfikacja pierwiastkow.

Tabela 2. Parametry analizy ICP-AES i linie emisyjne - przedruk z artykutu [141]

Parametry pracy urzadzenia podczas pomiaru

Moc plazmy 1,0 kW
Natezenie przeptywu argonu 15 I'min?

Natezenie przeptywu gazu pomocniczego 1,5 I-min?

Cisnienie nebulizera 210 kPa
Obroty pompy 15 rpm
Dhugosé¢ fali Au B Ca Mg Zn Yb
A [nm] 242,794 49,678 318,127 202,582 292,549 328,937
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A [nm] 267,504 249,772 422,673 279,078 206,200 369,419
% [nm] 280,270 213,857
% [nm] 383,829

Stezenia kazdego pierwiastka uzyskano metoda krzywej kalibracyjnej. Krzywe te
sporzadzono przy uzyciu jednopierwiastkowych roztworow wzorcowych 0 gestosci
1 mg/ml oraz matrycy, ktorg byt roztwor Ringera o takim samym stezeniu, jak w mierzonych
probkach. Do przygotowania wody dejonizowanej zastosowano system Millipore Elix 10.
Krzywe kalibracyjne zostaty utworzone przez pomiar maksymalnej intensywnosci dla kazdego
standardu w maksimach piku. Przedstawione wyniki stanowity §rednig stezen pierwiastkow
uzyskanych dla wszystkich zastosowanych linii analitycznych oraz dla trzech powtorzen kazde;j
probki. Odchylenie standardowe nie przekraczato 1,5%.

Do analizy produktéw korozji wykorzystano réwniez spektroskopi¢ w podczerwieni
z transformacjg Fouriera (FTIR, z ang. fourier-transform infrared spectroscopy). Widma FTIR
byly zarejestrowane w temperaturze pokojowej dla stopow Caz2Mgi12ZnsgYbisBs
i CazaMg12Zn3gYb14B2Au2 za pomoca spektrometru Nicolet FTIR 6700/8700 (Thermo Fisher
Scientific). Przed pomiarami zebrano produkty korozji z powierzchni zanurzonych probek
i nastgpnie zmieszano je z suchym proszkiem KBr. Probki badano w trybie transmisyjnym,

w zakresie $redniej podczerwieni 4000-400 cm™.

6.7. Testy cytotoksycznosci

Schemat waznego dla rozprawy doktorskiej badania cytotoksyczno$ci stopow zostat
zawarty w artykule [154]. Wykorzystano norme¢ I1SO 10993-5:1999. Biological evaluation
of medical devices - Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity (z ang. Biologiczna ocena wyrobow
medycznych - czes¢ 5: Badania cytotoksycznosci in vitro), ktorg porownano z nowszymi
wydaniami norm: PN-EN ISO 10993-5:2009. Biologiczna ocena wyrobow medycznych -
Cze$¢ 5: Badania cytotoksycznosci in vitro, PN-EN 1SO 10993-1:2010. Biologiczna ocena
wyrobow medycznych - Cze$¢ 1: Ocena i badanie w procesie zarzadzania ryzykiem. Schemat
ilustrujacy proces wykonania testu cytotoksycznosci uzytego w ramach pracy doktorskiej

przedstawiono na rysunku 7.
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Rys. 7. Schemat badan cytotoksycznosci zgodnie z normag 1SO 10993-5:1999 - przedruk
z artykutu [154]

Do oceny cytokompatybilnosci eksperymentalnych stopéow wykorzystano ludzkie
komoérki kostniakomiesaka (U2-OS) pochodzace z kolekcji ATCC+ HTB-96"™. Komorki
hodowano przy uzyciu podtoza do hodowli komorkowej McCoya, opisanej w artykule [154].
Podtoze zostato zmodyfikowane w wyniku uzupetienia roztworami 10% ptodowej surowicy
bydlecej (FBS) i 100 U-ml? penicyliny oraz 100 ug-ml? streptomycyny. Pozywke zmieniano
co 2-3 dni, a komorki przepuszcezano przy 90% konfluencji. Biozgodnos¢ zostata sprawdzona
przez kontakt posredni. Do oceny cytotoksyczno$ci pobrano probki w ksztalcie ptytek
o grubosci 1 mm kazda. Sterylizowano je w autoklawie w temperaturze 121 °C przez 21 minut
pod cisnieniem pary 1,5 bar. Zgodnie z normg PN-EN ISO 10993-5:1999, pozywke
ekstrakcyjng przygotowano przy uzyciu pozywki hodowlanej wolnej od surowicy o stosunku
pola powierzchni probek do medium ekstrakcyjnego 1 cm?ml, w atmosferze nasyconej para
wodng 1 uzupelionej 5% CO2, w 37 °C przez 24 1 72 godziny. Ekstrakt przechowywano
w temperaturze 4 °C przed badaniem cytotoksycznosci. Do badan uzyto czystego ekstraktu
(100%) rozcienczonego pozywka hodowlang w stosunku 1:1, 1:2, 1:4 1 1:8. Komorki
inkubowano w 96-dotkowych plytkach do hodowli przy gestosci 5x10° komoérek/100 pl
pozywki w kazdym dotku i inkubowano przez 48 godzin, aby umozliwi¢ uzyskanie adhez;ji
komorek 1 logarytmicznego wzrostu. Po tym czasie pozywke wymieniono na 100 ul pozywki

ekstrakcyjnej i inkubowano przez 24 i 48 godzin. Kolejno, supernatant (roztwor znad osadu)
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zdekantowano i do kazdej studzienki dodano 100 pl odczynnika MTT rozpuszczonego
w pozywce 0 koncowym stezeniu 1 mg/ml. Probki inkubowano z odczynnikiem MTT przez
4 h w temperaturze 37 °C. Pozywkeg, nastepnie, delikatnie zdekantowano i dodano 200 pl
DMSO (z ang. dimethyl sulfoxide, dimetylosulfotlenek), w celu rozpuszczenia otrzymanych
krysztalow formazanu. Spektrofotometryczng absorbancje probki mierzono za pomocg
czytnika mikroptytek (BioTek ELx800). Pozywke ekstrakcyjng przygotowano wykorzystujac
stosunek pozywki hodowlanej stopu o znanym polu powierzchni do pozywki ekstrakcyjnej
0 wartosci 1 cm?/ml przez 24 (2) i 72 h (2°). Po okresie ekstrakcji stopu, probke usunieto
i pozywke odwirowano (3) (4). Do komoérek O2-OS dodano ekstrakt posredni i dalej je
inkubowano przez kolejne 24 lub 48 h (5). Naste¢pnie, supernatant zdekantowano i dodano
100 pl odczynnika MTT rozpuszczonego w pozywce, do kazdej probki. Mikroptytke
inkubowano przez 4 godziny w atmosferze nawilzanego pomieszczenia (W komorze
klimatycznej) w temperaturze 37 °C ze wzbogaceniem atmosfery w 5% CO.. Pozywke
nastepnie zdekantowano i dodano do niej 200 ul DMSO, aby rozpusci¢ krysztaty. Metabolizm

MTT wzgledem soli formazanu przez komorki przedstawiono na przygotowanej 96-dotkowe;j

plytce (7).
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7. Omowienie wynikow publikacji

7.1. Wyniki badan strukturalnych

W rozdziale zostaty omowione wyniki badan strukturalnych, w tym: XRD, HRTEM
oraz SAED. Ponizej przedstawiono dyfraktogramy rentgenowskie dla masywnych szkiet
metalicznych Cass-xMgio+xZnas (X = 0, 10 at.%) oraz Caz2Mg12ZnsgYbig w postaci ptytek (rys.
8). Uzyskane dyfraktogramy przedstawiajg poszerzone widma dyfrakcyjne, typowe dla
materiatdw amorficznych z dobrg zdolnoscig do zeszklenia. Jednak pojawiajg sie refleksy
pochodzace od tlenku wapnia (CassMgi0Znzs). Tlenki wapnia, prawdopodobnie powstaly
podczas procesu przygotowania stopu wstepnego albo podczas odlewania amorficznych ptytek.
W amorficznych stopach na bazie wapnia duze powinowactwo pierwiastkow do tlenu prowadzi

do utleniania przed i w trakcie procesu odlewania.
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Rys. 8. Dyfraktogramy rentgenowskie dla probek stopu Caes-xMgio+xZn2s (x = 0, 10 at.%)
oraz probek Caz2Mgi12ZnsgYbig w postaci ptytek - przedruk z artykutu [93]

Wiyniki analizy rentgenowskiej sa podobne do uzyskanych przez Morrisona i in. [186],
dla stopu CassMQgisZn20. Autorzy stwierdzili, ze ksztatt i szerokos¢ linii dyfrakcyjnych zalezy
od sktadu stopu. Ponadto, szeroko$¢ widma dyfrakcyjnego jest zwigzana z rozkladem
najblizszych par atomowych. Szkla metaliczne Ca-Mg-Zn zostaly takze zbadane metoda
dyfrakcji rentgenowskiej przez zespot Cao i in. [18]. Wyniki analizy rentgenowskiej, uzyskane

dla szesciu masywnych szkiet na bazie Ca, nie wykazujg zadnych istotnych réznic w widmach
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i nie wskazuja na refleksy pochodzace od materiatu krystalicznego. Zarejestrowano poszerzenie
widma dyfrakcyjnego, co potwierdzito amorficzny charakter badanych probek [18].

Na rysunku 9 [153], przedstawiono dyfraktogramy rentgenowskie dla ptytek
Caz2Mg12Zn3sYbiexBx (X = 1, 2, 3 at.%) w stanie po odlaniu. Dyfraktogram dla ptytki
Caz2Mg12Zn33Yb16B2 wykazuje szerokie widmo dyfrakcyjne, ktore jest typowe dla materiatow
amorficznych. dla Caz2Mg12Zn38Yb17B1
i Caz2Mg12Zn3sYb1sBs zawierajg refleksy pochodzace od faz krystalicznych, osadzonych na

szerokich widmach dyfrakcyjnych. Linie dyfrakcyjne wskazuja mieszaning fazy amorficznej

Jednakze dyfraktogramy stopow

z krystaliczng. Refleksy pochodzace od fazy krystalicznej zostaty zidentyfikowane jako CaZn»
i MgZn. Najwigcej refleksow odnotowano w probee stopu Caz2Mgi2ZnssYbi7B1. Ponadto,
badania rentgenowskie wykazaty, ze mikrododatek B moze zwigkszy¢ zdolno$¢ do zeszklenia
w badanych stopach — przedstawia to widmo bez refleksow krystalicznych dla stopu o sktadzie
2 at.% B. Na podstawie tych wynikow stwierdza si¢, ze stop Caz2Mgi12Zn3sYbieB2 mozna

z powodzeniem odla¢ w postaci amorficznej ptytki o grubosci 1 mm.
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Rys. 9. Dyfraktogramy rentgenowskie probek stopow CazoMg12ZnzgYbisxBx (x =1, 2, 3

at.%) w postaci ptytek - przedruk z artykutu [153]

Dyfraktogramy dla stopow Caz2Mg12ZnsgYbis2xBxAux (X = 1, 2 at.%) zawierajg na
poszerzonym widmie dyfrakcyjnym refleksy, pochodzace od faz krystalicznych (rys. 10) [141].
W zwigzku z tym dyfraktogram probki Caz2Mgi12Zn3sYbieB1Au: potwierdzit formowanie faz
krystalicznych, takich, jak: Cazn, CaZn; i MgZn, osadzonych w osnowie amorficznej. Podobny
sktad fazowy zaobserwowano dla stopu Caz2Mg12Zn3sYb14B2AuU2, gdzie odnotowano wigksza

ilos¢ faz krystalicznych. Ponadto, badania rentgenowskie zostaly potwierdzone za pomocg

46



Resorbowalne stopy Ca-Mg-Zn z dodatkiem iterbu, boru i ztota do zastosowan biomedycznych
mgr inz. Dawid Szyba

dyfrakcji neutronow wykonanej dla stopu Cas2Mg12Zn3sYb1sB1Aus w postaci plytki. Dyfrakcja
neutronowa potwierdzita wystgpowanie w badanym stopie struktury amorficznej z niewielkim

udziatem faz krystalicznych [141].
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Rys. 10. Dyfraktogramy rentgenowskie ptytek stopu Caz2Mg12ZnzgYbig-2xBxAux (X =1, 2

at.%) - przedruk z artykutu [141]

Resorbowalne stopy Caz2Mgi2ZnsgYbis, Caz2Mgi12ZnsgYbisB2 w  postaci ptytek
posiadaty struktur¢ amorficzng z refleksami pochodzacymi od faz krystalicznych (Cazn,
MgZn) dla stopow Caz2Mg12ZnzgYb17B1, CazaMg12Zn3gYbisB3z oraz refleksy (Cazn, MgZn
i CazZny) dla stopow Ca2Mgi2ZnzgYbieBiAur i CazaMgi12ZnsgYbisaBoAuo.  Wszystkie
zidentyfikowane fazy zostaty zidentyfikowane na tle amorficznej osnowy [93,141,153].

Obrazy HRTEM dla Caz2Mg12Zn3gY b1sB2 nie wykazaty zadnych widocznych obszarow
sugerujacych powstawanie nanokrysztatow, a wyniki SAED przedstawiaja poszerzone prazki
dyfrakcyjne (rys. 11b), charakterystyczne dla struktury amorficznej.

Refleksy dyfrakcje wynikajace z fazy nanokrystalicznej (Cazn;) zaobserwowano dla
stopu Caz2Mg12Zn3gYbisBs  (rys. 11c). Rysunek 1la przedstawia obraz HRTEM
i odpowiadajaca mu dyfrakcje elektronow dla probki CasxMgi2ZnsgYbi7B:1. Szerokie
pierscienie widoczne na dyfrakcji elektronowej, potaczone z ostrym odbiciem dyfrakcyjnym sa
zwigzane z obecno$cig fazy amorficznej zawierajacej krystality, ktorych wielko$¢ i morfologig
mozna obserwowac na obrazie HRTEM (rys. 11a). Odbicia od faz krystalicznych odpowiadaja
odlegtosci miedzyptaszczyznowej d (z ang. d-spacing) dla faz CaZn, i MgZn, co jest zgodne
z wynikami badan rentgenowskich [153].
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Rys. 11. Dyfrakcje elektronowe SAED i obrazy HRTEM dla stopéw Caz2Mg12Zn3sY b17B1
(@), CazaMg12Zn3gYb1sB2 (b) i Caz2Mg12Zn3sYb1sB3 (€) w stanie po odlaniu, w postaci ptytek -
przedruk z artykutu [153]

Na rysunku 12 przedstawiono analiz¢ mikroobszaréw HRTEM (rys. 123, c¢) i dyfrakcje
elektronéw z wybranych obszarow (SAED) (rys. 12b, d) plytek stopow Caz2Mgi12ZnzgY bs-
xBxAux (X = 1, 2 at.%). Wybrane dyfrakcje elektronowe SAED dla plytki (rys. 12b)
uwidocznity ostre prazki dyfrakcyjne wskazujace na tworzenie si¢ faz krystalicznych CaZn
(Cmcm), CazZn; (Imma) i MgZn. Dyfrakcje elektronowe probki Caz2Mgi12Zn3sYbisB2 (rys. 12d)
przedstawiajg rozproszone pierscienie dyfrakcyjne i refleksy dyfrakcyjne, wskazujace na

tworzenie si¢ krysztatow CaZn i CaZnz w amorficznej osnowie.
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Rys. 12. Obrazy HRTEM (a, c) i dyfrakcje SAED (b, d) stopow Caz2Mg12ZNn3sY b1g-2xBxAux
(x =1, 2 at.%) w stanie po odlaniu, w postaci ptytek - przedruk z artykutu [141]

7.2. Wyniki badan kalorymetrycznych

Roznicowa kalorymetria skaningowa (DSC) jest technika analizy termicznej.

Zastosowano tg technikg, w celu zbadania stabilno$ci struktury amorficznej oraz stopow, ktore

wykazaly osnowe amorficzng z udzialem faz krystalicznych. Na rysunku 13 przedstawiono

krzywe DSC dla probek stopow Cas2Mgi12ZnssYbis«Bx (X = 1, 2, 3 at.%) w stanie po odlaniu.

Poczatkowa temperatura Kkrystalizacji (Tx) stopu Caz2Mgi2ZnsgYbisB2 byta wyzsza

w poréwnaniu do pozostalych stopéw. Temperatury Tx wynosity, odpowiednio 420, 422

1419 K dla probek Caz2Mg12ZnzgYbigxBx (X = 1, 2, 3 at.%). Oszacowano réwniez temperatury

zeszklenia (Tg): 394, 395 i 398 K. Natomiast tzw. obszar cieczy przechtodzonej ATx (Tx - Tg)
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wynosity 26, 27 i 21 K. Temperatury pikoéw Kkrystalizacji (Tp) dla stopéw wyniosty: dla stopu
Caz2MQ12Zn3sYb17B1 — 432, 447 1 534 K, dla stopu Caz2Mg12ZnzgYbisB2 — 439 oraz
531 K, zas$ dla stopu CazxMg12Zn3sYb1sBs— 441, 457 i 531 K. Oszacowane temperatury Tx i Tg
dla stopéw Caz2Mgi12ZnsgYbisxBx (x = 1, 2, 3 at%) byly podobne do wynikdéw
przedstawionych przez Jiao i in. [17], dla stopu Caz2Mg12Zn3gYDbss.
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Rys. 13. Krzywe DSC stopow CazaMg12ZnssYbig«Bx (X =1, 2, 3 at.%) w stanie po odlaniu,
w postaci ptytek - przedruk z artykutu [153]

Wriasnosci cieplne odlanych ptytek stopow Cas2Mgi12ZnssYbigoxBxAux (X = 1, 2 at.%)
okreslono za pomoca analizy DSC przy statej szybkosci grzania 20 K/min. Temperaturg
zeszklenia (Tg), temperature poczatku krystalizacji (Tx) i temperature piku krystalizacji (Tp)
zaznaczono strzatkami na krzywej DSC przedstawionej na rysunku 14 [141]. Krzywe DSC dla
plytki stopu Cas2Mg12ZnsgYbisB1Aur wskazuja, ze Tg wystepuje przy 398 K, a Tx wynosi
430 K. Wartos¢ Tx probki CazMgi12Zn3zsY b14B2Auz zmniejsza si¢ do 423 K, podczas gdy Tg nie
ulega istotnej zmianie. Wartosci temperatury T, dla plytek stopéw Caz2Mg12Zn3gY bigxBxAux
(x = 1, 2 at.%) wyniosty: 437, 466 i 540 K dla x = 1 i 445, 464, oraz 537 K dla x = 2.
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Rys. 14. Krzywe DSC stopow CazaMg12ZnsgYbig-2xBxAux (X = 1, 2 at.%) w stanie po odlaniu,
w postaci ptytek - przedruk z artykutu [141]

Warto§¢ obszaru cieczy przechtodzonej (ATx = Tx - Tg) dla stopu
Caz2Mg12Zn38Yb14B2AuU jest nieco nizsza niz dla probki x = 1, co wskazuje, ze zwigkszenie
udzialu Au nie zmniejsza zdolno$ci do zeszklenia stopow Cas2Mgi12Zn3gYbigoxBxAux (X =1, 2
at.%). Poréwnujac badane stopy ze stopami Caz2Mg12Zn3gYb1sxBx (X = 1, 2, 3 at.%) mozna
zauwazy¢, ze temperatura Tx miesci si¢ w zakresie od 419 do 422 K, czyli do tego zakresu
temperaturowego dla tej wybranej grupy stopow nie zachodzi zjawisko krystalizacji — to

znaczy, ze majg strukture amorficzng lub czgsciowo amorficzng (jak w stanie po odlaniu) [153].

7.3. Wyniki badan wlasnosci mechanicznych

Wyniki testow twardosci wykonanych metoda Vickersa (HV) dla stopow
Caz2Mg12Zn3sYbigxBx (X = 1, 2, 3 at.%) zestawiono w tabeli 3. Otrzymane wartosci (699, 775,
1 830 MPa) sa zblizone do twardosci ludzkiej kosci, ale z drugiej strony sa wyzsze niz wyniki
twardosci oczekiwane dla zespolenia kosci/implantu. Jednak przy pomiarze w roznych
kierunkach, twardo$¢ wyniosta 811 +£155 MPa dla kosci kortykalnej/korowej w kierunku
wzdhuznym 1 647 + 60 MPa w kierunku poprzecznym. Twardo$¢ kosci beleczkowej mierzona
w kierunku wzdluznym osiggneta wartosci 528 £ 95 MPa, a takze 410 £ 63 MPa w kierunku
poprzecznym [187].
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Tabela 3. Wiasno$ci mechaniczne stopow Caz2Mgi2ZnssYbis«Bx (X =1, 2, 3 at.%)
oraz Caz2Mg12Zn3gYbigoxBxAux (X = 1, 2 at.%) w stanie po odlaniu, w postaci ptytek (HV -
twardo$¢ Vickersa) - przedruk z artykutu [141,153]

Probka R¢ [MPa] HV MPa Lit.
CazzMg12Zn3s Y b17B1 263+ 6 209 +4 699 + 12 [153]
CazzMg12Zn3sY b16B2 283+38 234+ 6 775 +20 [153]
Caz2Mg12Zn38YDb15B3 220+ 5 249 +2 8307 [153]

Caz2Mg12Zn3gYbisB1AuL 132,5+0.5 208 £2 - [141]
Caz2Mg12Zn3gYb14B2AuU2 161 +£4 264 £4 - [141]

Typowe krzywe R statycznej proby $ciskania dla stopow CazoMg12Zn3sY bigxBx (X =1,

2, 3 at.%) przedstawiono na rysunku 15 [153]. Wytrzymato$¢ na $ciskanie badanych stopow

jest poréwnywalna do fragmentu ko$ci korowej bedacej czgscig kosci udowej, bydlecej kosci

korowej, statystycznych modeli ko$ci korowej u dzieci i dorostych oraz do Rc stopdéw

CagsMQi5Zn2o [188-191]. Wytrzymatosé na Sciskanie bydlecej kosci korowej mozna mierzy¢
przy réznych szybkosciach obcigzenia od 2 do 2000 mm/s [190].
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Rys. 15. Krzywe R statycznej proby Sciskania dla stopu Caz2Mg12Zn3gYbisxBx (x =1, 2, 3
at.%) - przedruk z artykutu [153]

Wyniki badan statycznej proby $ciskania 1 twardosci Vickersa dla stopow
Caz2Mg12Zn3gYbig2xBxAux (X = 1, 2 at.%) przedstawiono rowniez w tabeli 3 [141]. Otrzymane
wyniki pomiaréow twardosci wskazujg, ze sg wyzsze od twardosci podanych w pracach

[187,192] dla kosci korowej i ggbczastej.
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Krzywe $ciskania trzech probek stopu Caz2Mgi12ZnssYbigoxBxAux (X = 1, 2 at.%)

przedstawiono na rysunku 16 [141], a uzyskane wyniki zamieszczono w tabeli 3 [141].

Wytrzymato$¢ na Sciskanie (R¢) stopéw CazaMg12ZNn3gYbig2xBxAux (X = 1, 2 at.%) okreslono

na poziomie 132,5+ 0,51 161 + 4 MPa. Havaldar i in. [189], stwierdzili, ze wytrzymato$¢ na

$ciskanie korowej kosci udowej mezczyzn osiggneta wartos¢ 141,6 MPa=+ 15,91 MPa. Ponadto,

bydleca kos¢ korowa poddana testowi Sciskania data wynik w zakresie od 250 do 400 MPa

[190]. Wytrzymato$¢ na pekanie dla stopu Caz2ZnzsMgi2Ybis wynosi 613 MPa [17]. Wartos¢

ta jest znacznie wyzsza niz podana w pracy [189]. Wyzsze wartosci wytrzymatosci na $ciskanie

i twardos$ci odnotowane dla stopu CazxMg12Zn3gYb14B2Auz wynikaja, najprawdopodobniej,

z wigkszej ilosci faz nanokrystalicznych w osnowie amorficznej, co wykazano dla tej probki.

Masywne szkla metaliczne sg wytrzymate, ale takze bardzo kruche. Obecnos¢ faz

nanokrystalicznych w niewielkim udziale moze poprawi¢ ich wiasno$ci mechaniczne [123].
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Rys. 16. Krzywe $ciskania ptytek stopow Cas2Mg12ZnzsYbig2xBxAux (X = 1, 2 at.%) w stanie

po odlaniu - przedruk z artykutu [141]

7.4. Wyniki badan potencjalu obwodu otwartego

Badania aktywnosci korozyjnej wykonano dla zmieniajgcego si¢ w czasie potencjatu

obwodu otwartego

(Eocp).

Probki

zanurzonec

w

roztworze

Ringera badano

w temperaturze 37 °C w czasie 3600 s (rys. 17) [153]. Wyniki pomiaréw probek zostaty

przedstawione w tabeli 4 [153], dla wskazanych stopow: CassMg20Zn2s, CassMgioZnos

i Caz2Zn3sMg12Ybis. Potencjat obwodu otwartego dla kazdej probki byt przesunigty w kierunku

dodatnim w porowaniu do wartosci wskazanej dla trojsktadnikowych stopéw amorficznych
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CagoMQg15Zn2s (Eoce = -1553 mV) [193]. Wyznaczone wartoéci Eocp wynoszg: -1312, -1308
I -1258 mV, odpowiednio dla stopéw Caz2Mg12ZnzsYbisxBx (X = 1, 2, 3 at.%). Wyniki Eocp
dla stopow Casz2Mgi12Zn3gYbigxBx (X = 1, 2, 3 at.%) mialy zblizone wartosci do Eocp,
uzyskanego dla stopu Caz2Mg12ZnsgYb1s, wynoszacego -1305 mV [93].

Analizujac wyniki potencjatu obwodu otwartego dla stopu CassMg20Znzs zauwazono
niewielka stabilizacj¢ Eocp po pierwszej godzinie badania. Dla pozostatych probek nie
zaobserwowano stabilizacji. Mozna to interpretowa¢ jako proces rozpuszczania badanych
stopoéw, poniewaz jesli potencjat obwodu otwartego nie jest stabilny w czasie, nie tworzy si¢
zadna warstwa pasywna, ktoéra moglaby zahamowac proces korozji. W tym przypadku
rozpuszczanie stopu CassMg20Znzs zachodzi z w miar¢ stabilng szybkoscig roztwarzania.
Wyniki potencjatu obwodu otwartego dla probek stopu CassMgz20Znzs wynosza odpowiednio:
-1525, -1568 i -1305 mV.

Warto$ci Eocp badanych stopéw zamieszczone w artykule [93], mozna poréwnaé
z wynikami Eocp wyznaczonymi przez Nowosielskego i in. [82], dla stopu CasoMgz0Zn2o,
zanurzonego w roztworach Ringera i PWE. Wartosci Eocp po 1 godzinie zanurzenia wynosity
odpowiednio -1566 mV i -1543 mV. Z pewnoscig warto$¢ Eocp dla stopow Caz2ZnzsMgi2Ybig
jest korzystniejsza niz Eocp dla stopow Cags-xMgio0+xZn2s (X = 0, 10 at.%). Stop zawierajacy
dodatek Yb osiagnat warto$¢ Eocp, rowna -1305 mV po czasie 3600 s (rys. 17).
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Rys. 17. Zmiany Eocp W funkcji czasu zanurzenia w roztworze Ringera w temperaturze 37 °C
dla probek stopow CazMgi12Zn3gYbis, CassMg20Zn2s | CagsMgioZnos - przedruk

z artykutu [93]
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Pomiary Eocp W roztworze Hanka dla stopu CazoMg20Zn20Sr20Ybz2o przeprowadzili Li
I in. [21]. Warto$ci potencjatu obwodu otwartego byty rejestrowane przez 3000 s. Na podstawie
uzyskanych rezultatow, autorzy zauwazyli niewielkie przesunigcie Eocp W Kierunku dodatnich
wartosci W czasie 50 minut pomiaru. Zatozyli rowniez, ze prawdopodobnie na powierzchni
badanego stopu wytworzyta si¢ warstwa ochronna. Zmiany Eocp dla stopow
Caz2Mg12Zn3sYbigxBx (X = 1, 2, 3 at.%) przedstawiono na rysunku 18.

'1'10""I""I'"'I""I""I""I""l

1 a) Ringer's solution

-1.15 1 -

-1.20 Ca, Mg, 2Zn,Yb B, .

o ] ]

Q -1.25- 5

»n ] ]

$ 1.30- "

= ] ]

& 1.351

w

CaSZMg1zzn38Yb17B1 ]
CaazMg Zn Yb16B2 1

-1.45 - v .

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
t[s]
Rys. 18. Zmiany potencjatu obwodu otwartego w funkcji czasu zanurzenia w roztworze
Ringera w 37 °C dla stopow Cas2Mgi12Zn3gYbisxBx (X = 1, 2, 3 at.%) - przedruk z artykutu
[153]

Otrzymane wartosci Eocp dla stopéw CazaMQ12ZnsgYbis-2xBxAux (X = 1, 2 at.%)
wyniosty odpowiednio -1238 i -1221 mV w odniesieniu do SCE. Wyniki te sa korzystniejsze
w zestawieniu z wynikami dla czystego magnezu (-1717 mV), stopow CasoMgisZnzs
(-1553 mV) [193], CassMgi0Zn2s (-1568 mV) [93], a takze dla CazzMgi2ZnasYbig (-1305 mV)
[93], ale sa nizsze w poréwnaniu do Zn (-1027 mV). Porownano krzywe Eocp dla Mg, Zn (rys.
19 a) oraz zestawiono wyniki probek Caz2Mgi2ZnsgYbis, CazaMgi2ZnzsYbigxBx (X = 1, 2, 3
at.%), zanurzonych w roztworze Ringera w temperaturze 37 °C, w czasie 3600 s
[93,141,153,154].
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Rys. 19. Zmiany Eocp W funkcji czasu zanurzenia w roztworze Ringera i temperaturze 37 °C
dla ptytek stopow CazaMg12ZnzsYbis-2xBxAux (X = 1, 2 at.%) w porownaniu z Mg, Zn,
probkami Caz2Mgi12Zn3gYbis, CazaMg12Zn3sYbisxBx (X = 1, 2, 3 at.%) - przedruk i wyniki

z artykutow [93,141,153,154]

Na rysunku 20 przedstawiono wyniki badan potencjalu obwodu otwartego stopow
Caz2Mg12Zn3sYbisxBx (x = 0, 1, 2, 3 at.%) i Caz2Mg12Zn3sYbis2xBxAux (X = 1, 2 at.%)
mierzonego w roztworze PWE [154]. Zmiany potencjalu Eocp W czasie badano dla oceny
wilasnosci ochronnych. Krzywe Eocp Wyznaczone w funkcji czasu zanurzenia wykazuja, ze
stopy CaMgZnYbBAuU w postaci ptytek byty aktywne w roztworze PWE. Potwierdzeniem tego
zjawiska s3 czeste zmiany warto$ci potencjalu. Mozna réwniez zauwazyé, ze stopy
Cas2Mg12Zn3sYb14B2AU2 1 Caz2Mg12ZnzsYbisB2 byty bardziej stabilne w roztworze PWE
w porownaniu do pozostatych stopéw. Ponadto, potencjaty Eocp byty podobne dla wszystkich
stopow CaMgZnYbBAu oraz miescity si¢ w przedziale od -1,3 do -1,2 V. Réznice potencjatow
dla stopow z dodatkiem ztota 1 i 2 at.%. nie byly wigksze niz 50 mV. Taka samg sytuacj¢

zaobserwowano dla stopow z dodatkiem boru i bez dodatku B.
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Rys. 20. Zmiany potencjatu obwodu otwartego w funkcji czasu zanurzenia w roztworze PWE
w temperaturze 37 °C dla stopéw CaMgZnYbBAu - przedruk z artykutu [154]
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Tabela 4. Porownanie wartosci Eocp dla stopow Caz2Mg12Zn3gYbis, CazzMg12Zn3gY big-xBx
(x=0,1, 2, 3 at.%) i Caz2Mg12Zn3sYb1s-2xBxAux (X = 1, 2 at.%) zanurzonych w roztworze
Ringera i ptynie PWE w temperaturze 37 °C - przedruk z artykutow [93,141,153,154]

Potencjal obwodu otwartego (Eocp)

Stop Roztwor Lit.
[mV]
Roztwor PWE - -
CassMg20Zn2s Roztwor
) -1525 [93]
Ringera
Roztwor PWE - -
CaegsMgi10Zn2s Roztwor
) -1568 [93]
Ringera
Roztwér PWE -1289 [154]
Caz2Mg12Zn3gYbig Roztwoér
) -1305 [93]
Ringera
Roztwor PWE -1302 [154]
Casz2Mg12Zn3sYb17B1 Roztwoér
) -1312 [153]
Ringera
Roztwor PWE -1284 [154]
Caz2Mg12Zn3sYb16B2 Roztwor
] -1308 [153]
Ringera
Roztwér PWE -1267 [154]
Caz2Mg12Zn38Yb1sB3 Roztwor
) -1258 [153]
Ringera
Roztwér PWE -1223 [154]
Caz2Mg12Zn3sYb1sB1AuUL Roztwoér
) -1238 [141]
Ringera
Roztwor PWE -1176 [154]
Caz2Mg12ZnssYb14B2AU2 Roztwor
-1221 [141]

Ringera
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7.5. Wyniki badan potencjodynamicznych

Wyniki badan krzywych potencjodynamicznych (rys. 21) wskazuja, ze wartos$¢
potencjatu korozyjnego, Ecorr, ulegta obnizeniu przy nizszym udziale wapnia w analizowanych
stopach. Obnizona warto$¢ Ecor dla stopéw Ca-Mg-Zn-Yb wynika najprawdopodobniej
z dodatku Yb [17,21]. Co wiecej, gesto$¢ pradu korozyjnego, jeorr, Szkiel metalicznych na bazie
Ca, takich, jak: CassMgz0Zn2s, CasoMg20Zn20 [82] i CaesMgi0Zn2s zanurzonych w roztworze
Ringera wykazuje mniejsza warto$¢ przy mniejszym udziale Ca i wigkszym udziale Zn.
Wynika to z wigkszej odpornosci korozyjnej cynku wzgledem Ca. Dodatkowo, cynk moze
ulega¢ pasywacji. Wyniki badan elektrochemicznych, w tym: gesto$¢ pradu korozujnego - jeorr,
potencjal korozyjny - Ecorr I opOr polaryzacyjny - Rp dla powyzszych stopow zaprezentowano

w tabeli 5 [93].
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Rys. 21. Krzywe polaryzacyjne dla stopow amorficznych: Cas2Mgi12ZnsgY bis, CassMg20Zn2s
i CagsMg10Zn2s W postaci ptytek, zanurzonych w roztworze Ringera w 37 °C - przedruk
z artykutu [93]

Warto$ci jeorr dla stopow CassMg20Zn2s | CassMgi10Zn2s badanych w roztworze Ringera
wynosza: 1,96 i 4,38 mA/cm?. Jednak korzystniejsza warto$é gestosci pradu korozyjnego
uzyskano dla stopu Caz2ZnzsMgi2Ybs (jeor = 0,19 mA/cm?). Warto$é oporu polaryzacyjnego
zmienia sie z 5,45 i 2,57 Q'cm? dla stopoéw CassMg20Znzs i CassMg10Znzs do 324,9 Q-cm? dla

stopu Casz2ZnzsMgi12Ybis. Parametry korozyjne szkta metalicznego CassMgisZnzo po
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przeprowadzonej woltamperometrii cyklicznej w elektrolicie 0,05M Na>SOs zostaly
przedstawione przez Morrisona i in. [186]. Potencjatl korozyjny jest zblizony do wartosci
uzyskanych dla badanych stopow amorficznych w innej pracy [193] i jest rowny -1535 mV dla
stopow CagoMg15Zn2s zanurzonych w roztworze Ringera. W pracy wtasnej [193], Ecorr 0siagnat
warto$¢ -1514 mV, a gestosé pradu korozyjnego wynosita 1,062 mA/cm?2. Nizsze warto$ci
potencjatu korozyjnego podano w artykule [18], dla szeSciu stopow na bazie Ca. Wartosci Ecorr
dla tych stopéw wahaty sie od -1440 do -1390 mV.

Rysunek 22 [153] przedstawia krzywe potencjodynamiczne probek stopow
Caz2Mg12Zn3sYbigxBx (X = 1, 2, 3 at.%) badanych w roztworze Ringera w 37 °C. Wartosci
potencjatu korozyjnego byty inne w kazdej probee i przesunigte w kierunku wartos$ci dodatnich
wraz ze zwigkszeniem udzialu boru w stopie. Najkorzystniejsza warto$¢ Ecorr Uzyskano dla
stopu z dodatkiem 2 at.% boru. Wyniki jeorr, Ecor 1 Rp dla stopéw Caz2Mgi12ZnagYbis,
Caz2Mg12Zn3sYbiexBx (X = 1, 2, 3 at.%) i Ca2Mg12ZnssYbis-2xBxAux (X = 1, 2 at.%)
zamieszczono w tabeli 5 [153]. Oszacowane wartosci Ecorr (-1313 1-1335 mV) z dwoch probek
stopow CazaMg12Zn3gYbigxBx (X = 2, 3 at.%) byty zblizone do przedstawionych w pracy [93],
dla stopu Caz2Mg12Zn3gYbig (Ecorr = -1345 mV), a takze do literaturowego przyktadu dla stopu
Caz2Mg12ZnzsYbis (Ecorr = -1329 mV) [17]. Warto$¢ jeorr (0,19 mA/cm?) podana w pracy [93],
dla stopu Caz2Mgi2ZnsgYbig jest zblizona do wartoSci uzyskanych dla stopow
Caz2Mg12ZnssYhisxBx (X = 1, 2, 3 at.%), czyli 0,3562, 0,1289 oraz 0,1747 mA/cm?,
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Rys. 22. Krzywe polaryzacyjne dla ptytek stopéw CazoMg12Zn3gYbis-xBx (X =1, 2, 3 at.%)

zanurzonych w roztworze Ringera w 37 °C - przedruk z artykutu [153]
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Mozliwg przyczyna roznych wartosci gestosci pradu, jeorr, dla stopu Caz2Mgi2ZnzgYbis
uzyskanych w pracy [17], podczas zanurzenia w roztworze Hanka bylo wykorzystanie
w badaniach innego roztworu, a mianowicie Ringera [93]. Inng przyczyng moze by¢ zbyt
wysoka aktywno$¢ stopow, co utrudnia ustalenie zblizonych wartoSci jeorr przy uzyciu badan
potencjodynamicznych.

Gestos¢ pradu korozyjnego (jeorr), potencjat korozyjny (Ecorr) 1 opor polaryzacyjny (Rp)
mierzono w konfiguracjach z obwodem otwartym (rys. 23, tabela 5). Wartosci Ecorr dla stopow
Caz2Mg12Zn38Yb1g-2XBxAuy (X = 1, 2 at.%) wynosity odpowiednio -1305 i -1260 mV. Byly
zblizone do wyniku wyznaczonego dla stopu CasMg12ZnsgYbig (Ecorr = -1345 mV) [93].
Natomiast warto$ci jeorr uzyskane dla stopow Caz2Mg12ZnsgYbigoxBxAux (X = 1, 2 at.%)
wyniosty odpowiednio 0,01846 i 0,00879 mA/cm?, co jest wartoscig nizsza w poréwnaniu do
czystego Mg (0,04785 mA/cm?) i Zn (0,03396 mA/cm?). Poréwnano takze krzywe Eocp dla
Mg, Zn, probek CazsMgi2ZnssYbig, CazaMgi2ZnsgYbig, CazxMg12ZnssYbisxBx (X = 1, 2, 3
at.%) w roztworze Ringera w temperaturze 37 °C (rys. 23 b) [93,141,153,154].
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Rys. 23. Krzywe polaryzacyjne dla ptytek Caz2Mg12Zn3gYbis-2XBxAux (X = 1, 2 at.%)
w porownaniu z Mg, Zn, probkami CazoMg12Zn3gYb1g, CazaMg12ZnzgYbigxBx (X =1, 2, 3
at.%) zanurzonych w roztworze Ringera w temperaturze 37 °C - przedruk i wyniki
z artykutow [93,141,153,154]

Warto$ci Rp uzyskane dla stopow Caz2Mg12ZNn3gYbigoxBxAux (x = 1, 2 at.%) wyniosty
odpowiednio 0,67 i 1,82 kQ-cm?. Wartoéci te sa wyzsze od wynikow uzyskanych dla stopu
Caz2Mg12ZnssYhas (0,32 kQ-cm?) [93], i lepsze od otrzymanych dla stopoéw CazzMg12ZnzsY bs-
«Bx (x =1, 2, 3 at%) (R, = 54,3, 626,7 i 497.8 Q-cm?). Wyniki wykazaty, ze stop
Caz2MQ12Zn38Yb14B2AU2 posiada najwyzszy potencjatl korozyjny i najnizszg gesto$¢ pradu
korozyjnego. Lepsze parametry elektrochemiczne tych probek wynikajg prawdopodobnie
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z wigkszego udzialu B i Au (2% at.). Ponadto, warstwa produktow korozji zawierajaca
wodorotlenki, tlenki i zwigzki weglanowe tworzy barier¢ chronigcg powierzchni¢ stopu, co

zmniejsza jego aktywno$¢ korozyjng [113]

Tabela 5. Gestos¢ pradu korozyjnego (jeorr), potencjat korozyjny (Ecorr) 1 opor polaryzacyjny
(Rp) stopow Caz2Mgi12Zn3zgY big, Caz2Mg12Zn3gYbisxBx (X = 1, 2, 3 at.%), Caz2Mg12ZnsgY bs-
xBxAux (X = 1, 2 at.%) zanurzonych w roztworach Ringera i PWE w temperaturze 37 °C
- przedruk i wyniki z artykutéw [93,141,153,154]

Gestosé
Potencjat pradu Opor
Stop Roztwor korozyjny, korozyjnego, polaryzacyjny, Lit.
Ecorr [MV] Jeorr Rp [Q-sz]
[mA/cm?]
Roztwoér PWE - - - -
CassMg20Zn2s .
Roztwor Ringera  -1588 1,960 5,45 [93]
Roztwér PWE - - - -
CagsMg10Zn2s ‘
Roztwor Ringera  -1608 4,380 2,57 [93]
Roztwor PWE -1331 0,097 370 [154]
Caz2Mg12Zn3sYbis .
Roztwor Ringera  -1345 0,190 320 [93]
Roztwor PWE -1413 0,443 90 [154]
Caz2Mg12Zn3sYb17B1 ‘
Roztwor Ringera  -1410 0,356 50 [153]
Roztwor PWE -1395 0,176 180 [154]
Caz2Mg12Zn3sYb16B2 ,
Roztwor Ringera  -1313 0,129 630 [153]
Roztwor PWE -1286 0,029 1320 [154]
Caz2Mg12Zn3sY b1sB3 ,
Roztwor Ringera  -1335 0,175 490 [153]
Roztwor PWE -1319 0,018 1920 [154]
CazMg12Znzs Y hisB1Au1 ‘
Roztwor Ringera  -1305 0,018 670 [141]
Roztwér PWE 1277 0,011 1010 [154]
Cas2Mg12Zn3sY b14B2AU2 '
Roztwor Ringera  -1260 0,009 1820 [141]

Biorgc pod uwage wyniki elektrochemiczne opublikowane we wczesniejszych pracach
[93,153], najnizsze wartoSci gestosci pradu korozyjnego uzyskano dla stopéw z dodatkiem Au
(Tab. 6) [93,153]. Najnizsza warto$¢ jeorr, wynoszacg 0,011 mA/cm?, wyznaczono dla stopu na
bazie Ca z dodatkiem 2% at. Au, badanego w ptynie PWE. Nieco wyzsze warto$ci jeorr (rowne
0,018 i 0,029 mA/cm?), otrzymano dla stopéw z 1 at.% Au i 3 at% B. Stopy
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Caz2Mg12Zn3Yb1B3, Caz2Mg12Zn3sY b1sB1AuL, Caz2Mgi12ZnssY b14B2Au, charakteryzowaly sig
rowniez wyzsza warto$cig oporu polaryzacyjnego, co $wiadczy o mniejszej aktywnosci
korozyjnej w porownaniu do stopow z udziatem boru, rownym 0, 1, 2 at.%, oznaczone jako BO,
Bl i B2. Mata warto$¢ jeorr I duza warto$¢ Rp probek stopu CazMgi12ZnsgYbisBsz korelowaty
z matymi warto$ciami chropowatosci.

Najnizsze wartosci gestosci pradu korozyjnego w roztworze PWE, w temperaturze
37 °C zaobserwowano dla stopéw z 1 i 2 at.% dodatkiem Au (rys. 24). Mozna roéwniez
zauwazyC, ze stopy Caz2MQ12Zn3sYb14B2AuU2 | CazaMgi12Zn3sYbisB2 byly bardziej stabilne
w roztworze PWE w poréwnaniu do pozostatych probek. Krzywe polaryzacji dla stopow
z1i2 at.% B wskazuja wicksze wartosci gestosci pradu korozyjnego, okoto 0,1 mA/cm?,
w porownaniu do pozostatych stopow przedstawionych na rysunku. 24. Moze to sugerowac, ze

stopy Cas2Mg12Zn3gYb17B1 i CazaMg12Zn3sYbi1eB2 wykazuja wicksza aktywno$¢ korozyjna.
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Rys. 24. Krzywe polaryzacyjne stopéw CaMgZnYbBAu w postaci ptytek zanurzonych
w roztworze PWE w temperaturze 37 °C - przedruk z artykutu [154]

7.6. Wyniki elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej

Elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna (EIS) jest przydatng technikg
uzyskiwania informacji o reakcjach i wlasno$ciach pasywnych warstw, ktére wystepuja na
granicy faz elektrolitu i warstwy tlenkow, powstatych na powierzchni badanego materiatu. Aby
zrozumie¢, w jaki sposob biomateriaty koroduja w srodowiskach fizjologicznych, prowadzone
sa badania mechanizméw korozyjnych dla stopéw na bazie Mg [112,115,119]. Niemniej
jednak, trudno o jakiekolwiek informacje dotyczace zachowania korozyjnego stopow na

bazie Ca.
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Reprezentatywne widma EIS stopéw CassMg20Zn2s, CassMgi0Zn2s | CazeZnzsMgi2Ybig
zanurzonych w roztworze Ringera przedstawiono na rysunku 25. Na wykresach Nyquista (rys.
25a) [93] zauwazono, ze $rednica potokregu dla probki CazZnzsMgi2Ybig jest istotnie wyzsza
w porownaniu do stopéw CassMg20Zn2s | CassMgi10Zn2s. To potwierdza obnizenie aktywnos$ci
korozyjnej stopu z dodatkiem Yb, jak w przypadku stopéw na bazie Zr [122].

Na wykresach modutu Bodego (rys. 25b) [93], impedancja dla stopu Caz2ZnzsMgi2YDbis
znajduje sie w zakresie 103 Q-cm? przy niskich wartosciach czestotliwosci. W tym samym
zakresie czestotliwosci impedancyjnej amorficznych stopéw CassMg20Zn2s | CassMgi0Zn2s
impedancja zmniejszyta si¢ do wartosci 100 Q-cm?. Kat fazowy Bodego wzrasta do okoto -70°
dla probki Cas»ZnssMgi2Ybig z oporem przenoszenia tadunku (R:) dla czgstotliwosci okoto
0,5 Hz (rys. 25c) [93].
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Rys. 25. Wyniki badan EIS: a) wykres Nyquista, b) wykres modutu Bodego, ¢) wykres kata
fazowego - przedruk z artykutu [93]

Obwod zastepczy uwzglednia obecnos¢ warstwy produktow korozji na powierzchni
materialu amorficznego 1 proces przenoszenia fadunku. Warto$ci dopasowania obwodu

zastgpczego dla zbadanych stopéw amorficznych zestawiono w tabeli 6 [93].
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Tabela 6. Warto$ci parametrow dopasowania obwodu zastepczego stopéw amorficznych
CassMg20Znas, CassMgi0Zn2s | CazaMg12Zn3zgYbig W roztworze Ringera (Rs - op6r roztworu,
Rt - opor przenoszenia tadunku, CPE - element stalofazowy, n - wyktadnik empiryczny)

- przedruk z artykutu [93]

Prébka Rs [Q-cm?] (x 0,1) R{[Q-cm?] (+0,1) CPE[mF-cm?](£0,1) n
CassMg20Zn2s 27,9 38,6 2,3 0,995
CassMg10Zn2s 41,1 37,6 2,4 0,996

Caz2Mg12Zn3gYbis 2,3 1175,3 10,4 0,997

Badania elektrochemiczne stopow AZ91 1 AZ31 w ptynie PWE w 37 °C wykonali Fekry
i Tammam [109]. Na podstawie wynikow EIS stwierdzono, ze AZ91E (E — wariant stopu AZ91
0 zwigkszonych wlasnosciach wytrzymatosciowych) ma mniejszg aktywnos$¢ korozyjna
w porowaniu do stopu CassMgi0Znzs. Te wyniki rowniez zostaly potwierdzone badaniami
oporu polaryzacyjnego. Stopy na bazie Mg, w tym Mg1,34Ca3Zn, Mg1,34Ca3Zn0,2Sr i Mg2Sr
przebadano z zamiarem poznania witasnosci elektrochemicznych i zachowania stopow podczas
pomiarow EIS [194]. Po 6 dniach zanurzenia w wybranym srodowisku (ktére byto pozywka do
hodowli komoérek) wykazano, ze wykresy Nyquista badanych stopow maja podobne przebiegi,
ale $rednice petli pojemnosciowej i petli indukcyjnej sg rozne dla tych stopow. Autorzy
stwierdzili, ze stop Mgl1,34Ca3Zn wykazatl mniejsza aktywnos$¢ korozyjng w porownaniu do
pozostatych stopow.

Prawdopodobnie wyzsze warto$ci impedancji stopu CazaZnzsMgi2Ybig wynikajg
z tworzenia si¢ cz¢§ciowo odpornej warstwy produktéw korozji. Zgodnie z wnioskami autorow
pracy [195], warstwa produktow korozji moze tworzy¢ skuteczng barier¢ pomiedzy roztworem
korozyjnym a powierzchnig probki podczas badan EIS.

Przedstawione widma EIS dla probek stopéw amorficznych Caz2Mgi12ZnssY big-xBx
(x =1, 2, 3 at.%) badanych w roztworze Ringera przez 1 h przedstawiono na rysunku 26. Na
wykresach Nyquista (rys. 26a) [153] mozna zauwazy¢, ze srednica pétokrggu wyznaczona dla
stopow  CazaMg12Zn3gYbi7B1 1 CaMgi12ZnzsYbisB> byla wigksza niz dla  stopu
Caz2MgQ12Zn3sYb1sB3. Na podstawie wykresow modutu Bodego (rys. 26b) [153], obliczono
najwyzsza warto$¢ impedancji dla stopu Cas2Mg12ZnssYbi7B1, ktora byta rowna 6-10° Q-cm?
w zakresie niskich czestotliwoséci. Zas stopy amorficzne Cas2Mgi2ZnsgYbisBs wykazaty
najnizsza warto$¢ impedanciji, rowna 3-10% Q-cm?. Na wykresie (rys. 26¢) [153], przedstawiono
zwigkszenie kata fazowego Bodego do okoto -55°. Zaobserwowane zwigkszenie kata fazowego

dotyczyto wszystkich badanych probek dla wyznaczonej rezystancji roztworu przy
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czestotliwosci 0,25 Hz. Te wyniki moga wskazywaé na tworzenie si¢ produktéw korozji
zwigzanych z warstwa pasywacyjng ztozong gtdéwnie z tlenkow i wodorotlenkow. Kat fazowy

przy niskiej cze¢stotliwosci wynikal z zachowania pasywacyjnego wywotanego procesem

korozji [196].
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Rys. 26. Reprezentatywne wyniki EIS: wykres Nyquista (a), wykres modutu Bodego (b)
i wykres kata fazowego Bodego (¢) dla stopow Caz2Mg12ZnzsYbisxBx (X =1, 2, 3 at.%)
w roztworze Ringera w 37 °C - przedruk z artykutu [153]

Po dopasowaniu krzywych obliczeniowych do krzywych eksperymentalnych
EIS, uzyskano réwnowazne obwody elektryczne, ktore dostarczyty informacji o tworzeniu si¢
warstwy produktéw korozji na powierzchni probek i wiedzy na temat przeptywajacego tadunku

pomiedzy probka a roztworem. Dopasowane wyniki obwodu elektrycznego badanych stopow

zestawiono w tabeli 7 [153].
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Tabela 7. Parametry dopasowania obwodow elektrycznych dla probek stopow
Caz2Mg12Zn3gYbisxBx (x = 1, 2, 3 at.%) zanurzonych w roztworze Ringera (Rs - opor
roztworu, Rt- opor przenoszenia tadunku, CPE - element stalofazowy, n - wyktadnik

empiryczny) - przedruk z artykutu [153]
Probka  Rs[Q-cm?] (+0,1) Rt [Q-cm?] (£ 0,1) CPE [mF-cm?] (+ 0,1) n

x=1 30,0 7800 1,5 0,995
X=2 24,6 8200 1,9 0,995
X=3 19,7 3600 1,0 0,994

Pomiary EIS badanych stopdw oraz czystego Mg i Zn przeprowadzono w roztworze
Ringera w czasie 1 h (rys. 27) [141]. Srednica potokregu stopu CaszMgi2ZnssYbiaB2Auy,
obserwowana na wykresach Nyquista (rys. 27a) [141] byta wigksza w poréwnaniu ze stopem
Caz2Mg12Zn3sYbieB1Aui, co potwierdza zahamowanie aktywno$ci korozyjnej Stopu
z dodatkiem Au. Dla poréwnania, dodano wykresy Nyquista dla czystego Mg i Zn. Z wykreséw
Nyquista wynika, ze $rednica potokregu dla plytek stopow Cas2Mgi2ZnssYbigoxBxAuyx jest
wigksza w porownaniu z czystym Mg i Zn. Wskazuje t0 rowniez na obnizenie aktywnosci

korozyjnej w roztworze Ringera.
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Rys. 27. Eksperymentalne wykresy EIS: Nyquista (a), modutu Bodego (b), kata fazowego
Bodego (c¢) dla stopow Caz2Mg12ZnzgYbig2xBxAux (x = 1, 2 at.%) i ptytek Mg, Zn
w roztworze Ringera w 37 °C - przedruk z artykutu [141]
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Wykresy modulu Bodego (rys. 27b) [141] wykazaly, ze impedancja stopow
Caz2Mg12ZnzsYhisxBxAux (X = 1, 2 at.%) wynosita okoto 4'10®° Q:cm? przy niskich
czestotliwosciach. W tym samym zakresie cz¢stotliwosci, impedancja stopu Caz2ZnzsMgi2Ybis
wynosita 10 Q cm? i obnizyta sie do okoto 102 Q-cm? dla stopéw CassMgz0Zn2s | CassMg10Znzs
[193]. Maksymalng warto$¢ kata fazowego Bodego (okoto -50°) zanotowano dla stopow
Caz2MQ12Zn3sYbigxBxAux (x = 1, 2 at.%) z odpowiedzig rezystancji roztworu przy
czestotliwosci okoto 0,5 Hz (rys. 27¢) [141].

Na podstawie uzyskanych przebiegow wykresow EIS, ktore charakteryzujg sie dwiema
statymi czasowymi, zaproponowano elektryczny obwod zastgpczy [141].  Wyniki
eksperymentalne i symulowane z wykorzystaniem skladnika Warburga zaprezentowano na
rysunku 28 a-c [141]. Zaproponowany model obwodu zastepczego przedstawiono na rysunku
28d [141].
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Rys. 28. Porownanie wykresow EIS przedstawiajacych wyniki doswiadczalne i obliczeniowe:
Nyquista (a), modutu Bodego (b), kata fazowego Bodego (¢), proponowany obwod zastepczy
(d) dla ptytek stopow Caz2Mg12Zn3sY bis-2xBxAux (X = 1, 2 at.%) w roztworze Ringera
w 37 °C - przedruk z artykutu [141]

Obwod sktada si¢ z rezystancji roztworu (RS), rezystancji przenoszenia tadunku (Ry,2),
elementu statofazowego (CPE:?), impedancji Warburga (W) i stycznej hiperbolicznej (T).
Parametry EIS stopow Caz2Mg12Zn3sYbisxBxAux (X = 1, 2 at.%) obliczono po dopasowaniu
widm EIS (tabela 5 - przedruk z artykutu [141]). Parametry R1 i Rz sg odpowiednio powigzane
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z rezystancja przenoszenia tadunku przez warstwe¢ porowata i warstwe barierowa. CPE;
reprezentuje pojemnos$¢ zwigzang z warstwg porowatg, CPE> to pojemnos¢ drugiej warstwy.
Impedancj¢ Warburga mozna przyja¢ jako impedancje skorelowang z procesem dyfuzji [197].
Element T nazywany jest takze ograniczonym Warburgiem, co jest typowe dla elektrod

porowatych [198].

7.7. Wyniki pomiaréw objetosci uwolnionego wodoru dla wytworzonych

stopow

Testy zanurzeniowe przeprowadzono w roztworze Ringera w temperaturze 37 °C
w czasie 120 min. Na rysunku 29 [93], przedstawiono wplyw sktadu chemicznego badanych
stopow amorficznych na objetos¢ uwolnionego wodoru w funkcji czasu zanurzenia. Uzyskane
wyniki wskazujg na zmniejszenie objetosci uwolnionego Hz w przypadku stopu amorficznego
Caz2ZnasMgi2Yhis (1,1 ml/cm?) w poréwnaniu do stopéw CassMgzo0Znzs i CassMgioZnzs (5,0
i 11,3 ml/cm?). Zwigkszenie objetosci uwolnionego H, w funkcji czasu zanurzenia mozna

zaobserwowac¢ dla stopow Ca-Mg-Zn.
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Rys. 29. Objetos¢ uwolnionego Hz w funkcji czasu zanurzenia w roztworze Ringera

w temperaturze 37 °C - przedruk z artykutu [93]

Wigkszo$¢ stopéw na bazie Ca wykazuje intensywniejsze uwalnianie wodoru (~ 13
-50 ml/cm?) [18,19,21], w poréwnaniu do czystego Mg (~ 3-7 ml/cm?) [17,18] lub stopow
0 duzym udziale Zn. Zauwazono, ze stopy Mg 1 Ca, ktore charakteryzujg si¢ matg objetoscia
uwolnionego Hz powinny zawiera¢ duzy udziat Zn (30-38 at.%) [17,18,91] lub dodatkowo inne
metale, takie, jak: Sri Yb [17,21].
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Duze znaczenie dla organizmu czlowieka maja stopy, ktore charakteryzujg sig
objetosciag uwolnionego wodoru nie wieksza niz ~1 ml/cm?, wyznaczona w trakcie 1 godziny
badan [199]. W przypadku stopu Cas2ZnzsMg12Ybis zanurzonego w roztworze Ringera, pomiar
objetoéci H2 nieznacznie przekracza 1,1 ml/cm?h. Z danych literaturowych wynika, ze jedna
z najmniejszych objetosci uwolnionego wodoru odnotowano dla stopow MgeoZnzsCas
testowanych w roztworze SBF [91], i dla stopow Ca20Mg20Zn20Sr20Y b2o, badanych w roztworze
Hanka [21].

Rysunek 30 [153], przedstawia wptyw sktadu chemicznego stopow CazaMgi12Zn3gYbis-
xBx (x =1, 2, 3 at.%) na wartos¢ objetosci uwolnionego wodoru w roztworze Ringera
w temperaturze 37 °C w czasie 720 h pomiaréw (odczyt wyniku co 24 h). Badane stopy
wykazywaly znacznie mniejsze objetosci uwolnionego H> wzgledem stopu Ca-Mg-Zn [82].
Jednak objeto$é Ha byta wicksza w stopie CasaMg12ZnssYb1sB2 (1,5 ml/cm?) i zblizona w stopie

Caz2Zn3zsMgi2Ybas (1,1 ml/cm?), zanurzonych w roztworze Ringera w ciagu 120 min [93].
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Rys. 30. Objetos¢ uwolnionego Hz w funkcji czasu zanurzenia w roztworze Ringera

w temperaturze 37 °C dla stopéw Caz2Mg12Zn3gYbigxBx (X =1, 2, 3 at.%) - przedruk

z artykutu [153]

Uwalnianie wodoru z roztworu Ringera monitorowano rowniez W czasie 30 dni (720 h)
dla obu stopow, a wyniki przedstawiono na rysunku 31 [141]. Maksymalna obj¢tosé
uwolnionego Hz wynosita ~0,4 ml/cm? dla probki stopu CazzMgi2ZnssY bigBiAus i 0,5 ml/cm?
dla Caz2Mg12Zn3gYb14B2Auz. Objetos¢ Ha po 30 dniach pomiaréw nigdy nie przekroczyta
wartosci 1 ml/cm?. Ta iloé¢ jest dozwolona dla szczuréw o masie 240 g. Dlatego na uwage

zastuguje malejacy trend uwalniania H2 w funkcji czasu zanurzenia dla proponowanych stopow
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Caz2Mg12Zn3sYbigxBxAux (X = 1, 2 at.%). Co wigcej, ludzka tkanka kostna moze rozpuszczac
wigcej wodoru niz uwalnia si¢ z probek w srodowisku eksperymentalnym [200].

Srednia szybko$¢ korozji (Veorr) W funkcji czasu zanurzenia koreluje z wartosciami
zmian objetosci uwolnionego Hp, ale nieznacznie zwicksza sie. Wyniki pomiardw Veorr
przedstawiono na rysunku 31. Srednia warto$¢ Veorr po 312 h zanurzenia w osrodku korozyjnym
wyniosta 0,35 i 0,32 g/m?h,
I CazaMg12Zn3zsYb14B2AuUL.

odpowiednio dla stopow Caz2Mg12ZnssYbisB1AuL
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Rys. 31. Objetos¢ uwolnionego H2 w funkcji czasu zanurzenia w roztworze Ringera przez 30
dni (720 h) w 37 °C — a) oraz szybko$¢ korozji, Veorr — b) dla stopéw Caz2Mg12ZnsgY bis-

xBxAux (X =1, 2 at.%) - przedruk z artykutu [141]

7.8. Wyniki badan morfologii powierzchni stopow przed i po testach

korozyjnych

Badania struktury wybranych stopéw uzupetniono analizg topografii powierzchni, ktorg
[154].
w obszarze 3,6 x 10° um? (600 x 600 pm). Powierzchnie stopow Caz2Mg12ZnzsY bis-xBx (X = 0,

obserwowano za Pomiary wykonano

pomoca mikroskopu konfokalnego
1, 2, 3 at.%) i Caz2Mg12ZnagYbig2xBxAux (x = 1, 2 at.%) posiadalty podobng topografi¢
1 ziarnista strukture. Bylo to zgodne z niewielkimi zmianami w strukturze tych stopow.
Zmierzone wartosci chropowatosci powierzchni stopow wptywaja na aktywnos¢ korozyjna
1 zywotnos¢ komorek. W przypadku implantow ortopedycznych, ktore maja kontakt z krwia,
wazne jest, aby zminimalizowa¢ chropowatos¢ powierzchni. Wszelkie uszkodzenia
powierzchni metalu moga zwigksza¢ naprg¢zenia, tj. zmniejszaé odporno$é na pekanie.
Prowadzi to do pekania, w wyniku korozji napr¢zeniowej lub kruchosci wodorowej, ktéra

ostatecznie powoduje przedwczesne zniszczenie biodegradowalnych implantéw podczas
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eksploatacji [201,202]. Wiele prac dotyczacych stopéw na bazie Mg opisuje, ze poczatkowa
chropowato$¢ powierzchni wptywa na intensywnos¢ zachowania korozyjnego [64,110].
Parametry chropowato$ci powierzchni (§rednia chropowatos¢ - Ra 1 $rednia kwadratowa
- Rs) stopow na bazie Ca zostaly zestawione w tabeli 8. Analiza wykazata, ze warto$ci
chropowato$ci dla wszystkich badanych stopéw byly podobne. Jednak najnizsze wartosci
chropowatos$ci otrzymano dla stopéw Casz2Mg12Zn3sYbisBs i Caz2Mg12ZnssYbig. Nizsze
warto$ci chropowatosci mogg sugerowac, ze stopy te sg mniej aktywne korozyjnie [203,204].
Nalezy réwniez zauwazy¢, ze aktywno$¢ korozyjna zalezy nie tylko od chropowatosci
powierzchni, ale takze od zdolno$ci stopu do tworzenia na jego powierzchni pasywnej warstwy
ochronnej oraz grubosci powstajacych produktow korozyjnych na powierzchni danego
materiatu [204]. Mitchell i in. [110], zbadali wptyw warto$ci chropowatoséci powierzchni na
zachowanie korozyjne stopow AZ31 zanurzonych przez 672 h w 3,5% roztworze NaCl. Wyniki
wykazaty, ze szybko$¢ korozji i tworzenie si¢ warstwy tlenkéw (MgO) na powierzchni stopu
AZ31 byly proporcjonalne do $redniej wartosci chropowatosci (Ra) probek. Obserwacje
morfologii powierzchni probki wykazaty pory i mikropeknigcia bedace potencjalnymi
miejscami inicjacji korozji. Co wigcej, rozpuszczanie metali nastgpowalo szybciej, co
skutkowato redukcja ich masy. W badaniach zrealizowanych przez Waltera i in. [64],
przedstawiono zachowanie pasywacyjne stopu AZ91 o roznej chropowatosci powierzchni.
Autorzy zasugerowali, ze chropowato$¢ powierzchni stopu Mg odgrywata kluczowa role
w aktywnosci korozyjnej w 3,5% roztworze NaCl. Potwierdzili oni, Zze probka o mniejszej
chropowatosci wykazywata wiekszg tendencje do pasywacji i odpornos¢ na powstawanie

wzerow niz probka o wiekszej chropowatosci powierzchni.

Tabela 8. Parametry chropowato$ci powierzchni stopéw Caz2Mgi12ZnsgYbisxBx (X =0, 1, 2, 3
at.%) oraz Caz2Mg12Zn3sYbig2xBxAux (X = 1, 2 at.%) - przedruk z artykutu [154]

Srednia chropowato$¢,  Srednia kwadratowa,

Probka Oznaczenie
Ra [pm] Rs [um]

Caz2Mg12Zn3sYbig BO 1,11 (= 0,025) 1,42 (£0,023)
Cas2Mg12ZnasYh17B1 B1 1,44 (+0,021) 1,84 (+ 0,022)
Cas2Mg12Zn3sYbisB2 B2 1,37 (+0,021) 1,79 (£ 0,02)
Caz2Mg12Zn3sYb1sB3 B3 1,09 (= 0,021) 1,39 (£ 0,023)
Caz2Mg12ZnzsYbisB1AUL Aul 1,26 (+0,03) 1,62 (+0,028)
Cas2Mg12Zn3sYb1aB2AU? Au2 1,4 (+0,016) 1,76 (+ 0,019)
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Uwaza si¢, ze chropowato$¢ powierzchni implantow jest waznym czynnikiem ich
osteointegracji [205]. Z tej przyczyny parametr ten odpowiada za degradacj¢ materiatlow
metalowych [206,207].

Powierzchnia stopu Ca-Mg-Zn-Yb z dodatkiem 3 at.% B charakteryzowata si¢ jedng
z najmniejszych warto$ci chropowatosci, co w zauwazalny sposoéb zmniejszyto aktywno$¢
korozyjng w $rodowisku chlorkowym. Dlatego bardzo wazne jest projektowanie stopow
o optymalnej chropowato$ci powierzchni, w celu poprawy ich wtasnosci korozyjnych [88,111].
Reddy i in. [111], badali wptyw chropowato$ci powierzchni na zachowanie korozyjne dwoch
stopow AZ31 1 AZ80 w 3,5% NaCl. Naukowcy stwierdzili, ze mniejsza aktywno$¢ korozyjna
AZ80 w poréownaniu do AZ31 wynikata z mniejszej chropowatos$ci powierzchni. Podobne
wyniki, w zakresie zalezno$ci migdzy chropowato$cig powierzchni a odpornoscia korozyjna,
uzyskano dla materialdéw biomedycznych wytworzonych ze stali nierdzewnej i stopow tytanu
[103,105,208].

Analizujac uzyskane wyniki badan z wykorzystaniem mikroskopii stereoskopowe;j
mozna zaobserwowac, ze korozja badanych stopow z grupy Ca-Mg-Zn (z dodatkami: Yb, B,
Au) miata charakter wzerowy. Po pierwszej godzinie testow korozyjnych wzery powstawaly
powoli. Czarne obszary, ktoére sa widoczne na powierzchni probek sa prawdopodobnie
powigzane z obecnoscig warstwy tlenkow i wodorotlenkow (rys. 32 A, B, C - 1 h testow) [93].
Morfologie powierzchni stopu Cas2Mgi12ZnsgYbis po 1, 2 i 5 h zanurzenia sg podobne (rys.
32A). Jednak wraz z wydtuzeniem czasu zanurzenia, wzery propagowaly szybciej dla probek
stopow CassMgz0Znos 1 CagsMgioZnzs (rys. 32 B, C). Morfologia powierzchni stopu
Caz2Mg12Zn3sYbig i odpowiadajace jej widmo EDS po badaniach elektrochemicznych
przedstawiono na rysunku 33A i B [93]. Otrzymane obrazy oraz widmo rozpraszania energii
wykazuja, ze powstala warstwa produktow korozji. Wyniki uzyskane metoda EDS potwierdzity
obecnos¢ pierwiastkow stopowych, takich, jak: Ca, Mg, Zn, Yb. Ponadto, na powierzchni

probki zidentyfikowano tlen 1 wegiel.
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Rys. 32. Morfologia powierzchni probek stopow: Caz2Mgi12ZnzgYbig (A), CassMgz0Znzs (B)
oraz CagsMg10Znzs (C), po korozji w roztworze Ringera w temperaturze 37 °C - mikroskop

stereoskopowy - przedruk z artykutu [93]

Li i in. [21], zbadali powierzchnie stopu Ca2oMg20Zn20Sr20Yb2o po 72 godzinach testow
zanurzeniowych w roztworze Hanka. Autorzy stwierdzili, ze powierzchnia probek po
badaniach korozyjnych nie jest skorodowana. Wyniki spektroskopii EDS wykazaty na
powierzchni probek obecnos¢: tlenu, fosforu, wegla, wapnia, magnezu 1 strontu.

Obecnos¢ tlenu (rys. 33) sugeruje, ze na powierzchni badanego stopu
Cas2Mg12Zn3sYbig moga powstawac tlenki i wodorotlenki. Za$ zidentyfikowany wegiel na
powierzchni probki moze pochodzi¢ od weglanow wapnia. Uwzgledniajac powyzsze mozna
stwierdzi¢, ze iterb wptywa pozytywnie na zmniejszenie aktywno$ci korozyjnej masywnych

szkiet metalicznych na bazie Ca.
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Rys. 33. Obraz SEM powierzchni probki stopu Caz2Mgi2ZnssYbig po korozji w roztworze
Ringera w temperaturze 37 °C — a); wyniki badan analizy EDS dla badanej probki — b)
- przedruk z artykutu [93]

Rysunek 34 przedstawia obrazy SEM probek stopow Cas2Mg2ZnssYbisBs oraz
Caz2Mg12Zn38Yb14aB2AuU2 0 mniejszej szybkosci roztwarzania [154]. Po 48 h zanurzenia probek
w roztworze Ringera i plynie PWE, w temperaturze 37 °C, a nastgpnie ich wysuszeniu,
zaobserwowano na ich powierzchni produkty korozji. Na powierzchni wszystkich probek
zaobserwowano mikropekniecia, spowodowane odwodnieniem podczas obrébki (suszeniem)
probek. Mozna zauwazy¢ takze, ze powierzchnia probek stopow z 3 at.% B i 2 at.% Au, po
zanurzeniu w PWE nie pokryta si¢ w cato$ci produktami korozji (rys. 34e, g). Ponadto,
obserwacje produktow korozji wykazaty rozng morfologie, w zaleznosci od rodzaju roztworu
uzytego do testow korozyjnych (roztwor Ringera lub PWE). Probki wystawione na dzialanie
roztworu Ringera pokryly si¢ produktami korozji w postaci szeScianow oraz igiet, a na
powierzchni probek poddanych dziataniu ptynu PWE widoczne byty produkty korozji

W postaci ptatkow.
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Rys. 34. Obrazy SEM powierzchni probek z produktami korozji
po 48 h zanurzenia w roztworze Ringera w 37 °C dla: (a,b) Cas2Mg12Zn3sYbi1sBs3; (c,d)
Caz2Mg12Zn38Yb14B2AU2, 1 po zanurzeniu w ptynie PWE dla: (e,f) Caz2Mg12Zn3gYb1sBs3;
(9, h) CazaMg12Zn3sYb14B2Au; - przedruk z artykutu [154]

Dodatkowo, przeprowadzono analiz¢ EDS [154], powierzchni probek badanych
stopéw: CazxxMgnZnsgYbisBs, CazxMgnZnigYbiyB2Auz z produktami korozji. Wyniki analizy
wykazaly dominujacy udzial pierwiastkow chemicznych Zn i Yb. Mozna zauwazy¢ rowniez
niewielkie intensywnos$ci widm dla sktadnikéw produktow korozji oraz podtoza: Mg, Ca, C, Cl
i O. Nizsza intensywnos$¢ jonéw chlorkowych w produktach korozji dla obu stopéw na bazie
Ca moze sugerowac, ze szybkos¢ korozji tych stopow byta mniejsza, a co za tym idzie mozna

wnioskowac, ze sg to potencjalne materiaty przeznaczone na implanty krotkookresowe.
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Morfologia powierzchni ptytek po zanurzeniu w roztworze Ringera w 37 °C przez 7
i 30 dni zostata przedstawiona na rysunkach 35 oraz 36. Obserwacje mikroskopowe wykazaty
typowa morfologi¢ powierzchni stopow z produktami korozji po agresywnym dziataniu
srodowiska korozyjnego, zawierajacego jony: NaCl, KCI i CaClz-6H20. Warstwa produktow
korozji zawieralta wodorotlenek/tlenek Ca 1 Zn oraz weglany. Tlenki cynku maja
charakterystyczny sze$ciokatny ksztatt i tworzg igty [209,210] (rys. 35b, d, 36b, d) [141]. Gruba
warstwa produktow korozji tworzy warstwe ochronng, ktéra zmniejsza aktywno$¢ korozyjna.
Nalezy doda¢, ze czas zanurzenia w roztworach symulujacych $rodowisko organizmu
czlowieka wplywa na zwigkszenie grubosci produktéw korozji — niektdre z nich odpadajg lub
roztwarzaja si¢. Natomiast produkty korozji, ktore sa trwale i jednolite beda stanowi¢ skuteczng

barier¢ dla dalszego roztwarzania powierzchni probki.

>

”t
by
”

A

Rys. 35. Morfologia powierzchni ptytek stopow Caz2Mgi12Zn3gY big.2xBxAux, X =1 (a, b),
x =2 (c, d) po zanurzeniu w roztworze Ringera w 37 °C w ciggu 7 dni - przedruk z artykutu
[141]
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Rys. 36. Morfologia powierzchni ptytek Cas2Mgi12Zn3gY b1goxBxAuy,

x =1 (a, b), x =2 (¢, d) po zanurzeniu w roztworze Ringera w 37 °C w ciagu 30 dni -

przedruk z artykutu [141]

7.9. Wyniki badan produktow korozji oraz roztworéw pokorozyjnych

Na rysunku 37 [93], przedstawiono widma przegladowe XPS dla probek amorficznych
CassMQ20Znzs, CassMgi0Znzs | CazeZnzsMgioYbig po tescie zanurzeniowym w roztworze
Ringera. Widma rejestrowane na poczatku pomiarow reprezentujg wybrane pierwiastki oraz
zwigzki znajdujace si¢ na powierzchni probki. Wyznaczono charakterystyczne linie fotoemisji
i elektronéw Augera odpowiadajace indywidualnym pierwiastkom chemicznym. Oznaczono
réwniez wszystkie charakterystyczne piki jako: C1s, Ol1s, Mgls, Ca2p, Zn2p i Yb4d. Mozna
zauwazy¢, ze dominujgcym sktadnikiem na powierzchni stopow jest O1s, prawdopodobnie
spokrewniony z réznymi tlenkami. Obecno$¢ linii Nals pochodzi z roztworu Ringera, gdyz

NaCl jest jednym z jego sktadnikow.
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Rys. 37. Widma przegladowe XPS dla amorficznych stopow Caz2Mg12Zn3gY b,
CassMg20Znzs | CagsMgioZnas po tescie korozyjnym w roztworze Ringera

- przedruk z artykutu [93]

Analiza szczegotowych linii widm polega na wytrawianiu jonami argonu powierzchni
probek badanych stopow CassMg20Zn2s, CassMg10Zn2s | CazaZnzgMgi2Ybig, co przedstawiono
w artykule [93]. Analizujac linie poziomu podstawowego C1s mozna zaobserwowac dwa piki.
Pik o najwigkszej intensywnosci jest zwigzany z weglem nagromadzonym na powierzchni
probki z produktami korozji (BE, z ang. binding energy; BE = 284,8 eV). Linia 0 niskiej
intensywnos$ci z wyzsza energig wigzania (BE = 289,4 eV) moze pochodzi¢ od rdéznych
weglandw, na powierzchni gldwnie pochodzi od CaCOs [93].

Linia tlenowa O1s na powierzchni jest przewaznie zdominowana przez Mg(OH). (BE
= 530,9 eV) i pokrywa si¢ z linig spektralng tlenu CaCO3z (BE = 531,3 eV). W zwigzku
Z procesem jonowego trawienia argonem, taka linia staje si¢ szersza, wskazujac na obecno$é
co najmniej dwoch sktadnikow, co moze by¢ zwigzane gtownie z naktadaniem si¢ linii
spektralnych tlenu dla: MgO (BE =531,5eV, 532,2eV) i CaO (BE =531,3 eV, 532,2 V) [93].

Linia wapnia Ca2s (BE = 438,5 eV) jest typowa dla CaO. Dla stopu Caz2ZnzsMgi2Ybis,
analiza Ca2p poziomu podstawowego na powierzchni uwidacznia lini¢ dubletu
rozszczepionego przez spin - orbity (L-S) rozszczepiony na Ca2ps. (BE=346,6 eV) i Ca2pi»
(BE=350,4eV)z4E~=3,8¢eV, co jest typowe dla CaCOs. W wyniku trawienia jonami argonu,
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rozszczepienie linii spektralnej stopniowo zanika i jest przenoszone na wigkszy zakres BE, co
sugeruje obecnos¢ dodatkowych sktadnikéw, takich, jak CaO [93].

Linia Mg2p moze by¢ zwigzana z wystgpowaniem Mg(OH)2 (BE = 49,5 eV) i MgO
(BE =50,2 eV). Linia poziomu podstawowego Mg2p przedstawiona jako jedno wspdlne widmo
z Ca3s (BE = 44,6 e¢V) znacznie ro6zni si¢ w zaleznoéci od etapu trawienia jonowego.
Poczatkowo, na powierzchni obserwowano gtéwnie Mg(OH). (BE = 49,7 eV), w kolejnych
warstwach dominuje MgO (BE = 50,8 e¢V) [93].

Linia Zn2p jest bardzo waska i sktada si¢ z dwoch linii Zn2p32 (BE = 1021,6 eV)
I Zn2p12 (BE = 1044,8 eV) zwigzanych z ZnO. Wigzka argonu powoduje, ze linia przesuwa si¢
na wyzsze BE, co moze sugerowa¢ dominacje ZnCl, (BE~1023 eV) [93].

Linia dubletu Yb4d wskazuje na podziat linii LS (z ang. line spliting) na dwie gtéwne
linie 4ds/2 (BE = 185,2 eV) i 4d32 (BE = 198,7 V) z rozszczepieniem L-S okoto 4E ~ 13,5 eV.
Oba stany powierzchni mozna oznaczy¢ jako Yb20Os3. Jednak widoczna jest dodatkowa struktura
przy 193,2 i 205,8 eV. Tak wigc obecnos¢ kilku sktadowych dla linii Yb4d jest typowa dla
mieszanych stanéw walencyjnych Yb%*Yb?* iterbu, co sugeruje wystepowanie takich
mieszanych stanéw, wynikajacych z obecnosci metali i tlenkow [93].

Analiza rentgenowska (rys. 38) produktow korozji wytworzonych na powierzchni
ptytek po 5 h zanurzenia w roztworze Ringera pozwolita zidentyfikowa¢ wodorotlenek wapnia
(Ca(OH)2), weglan wapnia (CaCOs) i uwodniony wodorotlenek cynku oraz wapnia
(Ca(Zn(OH)z)2-2H20). Ponadto, w stopach Cas2Mg12ZnzsY big zidentyfikowano wodorotlenek
iterbu (Yb(OH)3). Mozna wyrozni¢ cztery gldéwne grupy produktow korozji, ktore moga
wystepowac w postaci: tlenkow MO (M = Ca, Mg, Zn), wodorotlenkow M(OH). (M = Ca, Mg,
Zn), weglanow MCO3z (M = Ca, Mg, Zn) i uwodnionych wodorotlenkéw (Ca[Zn(OH)s]2-2H20)
[17,19,82,91,129].

Wptyw sktadu chemicznego roztworéw korozyjnych na produkty korozji badane

metoda dyfrakcji rentgenowskiej i spektroskopii XPS przedstawiono w tabeli 9 [93].
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Rys. 38. Analiza rentgenowska produktow korozji wytworzonych na powierzchni ptytek po

5 h zanurzenia w roztworze Ringera w 37 °C - przedruk z artykutu [93]

Tabela. 9. Produkty korozji powstajace na powierzchni wybranych stopéw amorficznych po
badaniach w réznych osrodkach korozyjnych (dane z pracy whasnej i literatury) - przedruk
z artykutu [93]

Prébka Sr?(dOWI.S.kO Produkty korozji
orozji
Mgs3Znz.Cas [91] Roztwor SBF Zn0, ZnCOs3, Zn3(POa)2
Roztwor Ca0, MgO, ZnO, Mg(OH)_,
CasoMQg20Zn20 [82] ]
Ringera CaCOs, ZnCOs3
CassMg20Zn2s, CagsMgi10Zn2s, Roztwor Ca(OH),, CaCQs3,
Caz2Mg12ZnzgYbis Ringera (Ca[Zn(OH)3]2-H20)
Zn0, Ca(OH)2, Mg(OH)a,
Roztwoér
CassMg15Zn20 [19] Hank Zn(OH)2, CaCOgz, MgCO3 ZnCOs3,
anka
Ca[Zn(OH)z]2-H20
Woda Ca(OH),, Ca[Zn(OH)z]2-H20,
CagsMQg15Zn2o [129]
destylowana CasZn

W artykule [93], zidentyfikowane produkty korozji sa podobne do przedstawionych
w pracach [82,193] dla stopow amorficznych CagoMQ15Znzs 1 CasoMg20Zn20 po wykonanych
testach korozyjnych. Na podstawie badan powstatych na powierzchni stopow produktow
korozji oraz wynikow spektroskopii XPS i EDS, Nowosielski i in. [82] stwierdzili, ze
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powierzchnia szkta metalicznego CasoMg20Zn20 jest w wigkszosci pokryta wodorotlenkami
i tlenkami: Mg(OH)., Ca(OH),, Ca(OH) i CaO oraz MgO. Wystepowanie Zn moze by¢
powiagzane z ZnO. Stwierdzono rowniez, ze ZnO nie ma zdolnos$ci ochronnej. W pracy [92],
réwniez zbadano produkty korozji. Po testach zanurzeniowych w 3,5% roztworze NacCl,
powierzchnia amorficznej ptytki CasoMg20CuzsZns skladata si¢ glownie z CaO, MgO
I Mg(OH)2. Na powierzchni badanego stopu zidentyfikowano takze ZnO i CuO, co nie daje
efektu ochronnego przeciwko korozji.

W artykule [153], przedstawiono widma przegladowe trzech stopow
Caz2Mg12Zn3sYbigxBx (x = 1, 2, 3 at.%) po testach korozyjnych w roztworze Ringera
w temperaturze 37 °C. Widma rejestrowano na poczatku pomiardw i reprezentuja skiad
chemiczny powierzchni probek. Wyrdzniono charakterystyczng fotoemisje (C1s, Ol1s, Mgls,
Ca2p, Zn2p, Yb4d) i piki Augera (O KLL, C KLL, Zn LMM, Mg KLL), odpowiadajace
poszczegolnym pierwiastkom chemicznym. Wystapienie dominujacego sktadnika O1 na
powierzchni probek (stanowi okoto 40% sktadu powierzchni probki) jest prawdopodobnie
zwigzane z obecno$cig roznych tlenkdéw. Stezenia atomowe innych pierwiastkow sa
stosunkowo niskie (<10%), prawdopodobnie przez zanieczyszczenia powierzchniowe.

Analiza poszczegolnych linii spektralnych za pomoca analizy profilu glebokosci DP-
XPS (z ang. depth-profiling X-ray photoelectron spectroscopy) probki Caz2Mgi12ZnsgYbieB2
ujawnifa kilka interesujacych cech. Po pierwsze, powierzchnia jest zdominowana przez
zanieczyszczenie weglem, a linia Cls sktada si¢ z dwoch pikéw. Najwyzszy pik odpowiada
powierzchni C (BE = 284,8 eV), ktory zmniejsza si¢ podczas trawienia jonowego.
W przeciwienstwie do piku o nizszej intensywnosci (BE = 289,7 + 292,1 eV), moze on
pochodzi¢ z réznych weglanow znajdujacych sie na powierzchni, gtownie CaCO3z [153].

Linia tlenu Ol1s prawdopodobnie wystapita, naktadajac si¢ z linig CaCOs (BE =
531,3 eV), w wyniku utworzenia sie na powierzchni Naz(CO)s (BE = 531,7 eV). Obecnosé
sodu potwierdza maty pik Nals (BE = 1071 eV) widoczny w widmach pomiaru powierzchni
I pochodzi z roztworu Ringera, w ktorym byty zanurzone probki. Podczas procesu trawienia
argonem, linia O1s staje si¢ szersza i prowadzi do pojawienia co najmniej dwoch refleksow. Po
pierwszym trawieniu jonowym drugi refleks (BE = 533,6 ¢V) dominuje w widmie, ktére moze
powsta¢ z Ca(NOs).. Po dalszym bombardowaniu Ar*, pierwszy pik (BE = 531.1 eV) staje si¢
dominujacy 1 jest gtdéwnie zwigzany z naktadaniem si¢ MgO (BE = 531,5 eV, 532,2 V) 1 CaO
(BE =531,3eV, 532,2 eV) [153].

Linia, pochodzaca od Ca2p jest typowa dla CaO i przedstawia rozszczepienie spinu -
orbity (L-S) na Ca2ps2 (BE =~ 347,3 eV) i Ca2p12 (BE = 350,9 ¢V) z AE = 3,6 eV. Podczas
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badania DP-XPS, linia Ca2p przesuneta si¢ nieznacznie do wyzszego BE, co sugeruje obecnosé¢
zwigzkdéw o BE typowym dla stanéw Ca(NO3)2 [153].

Intensywnos¢ linii Mg2p jest raczej niska, nawet po jonowym czyszczeniu powierzchni.
Moze to by¢ zwigzane z obecno$cig na powierzchni Mg(OH)2 (BE =~ 49,8eV), natomiast po
oczyszczeniu dominujg stany wskazujace na MgO (BE = 51,5eV). Linia poziomu
podstawowego dla Mg2p jest przedstawiona razem ze stanami dla Ca3s (BE ~ 44.8eV) [153].

Linia Zn2p jest bardzo waska 1 sklada si¢ z dwoch sktadowych, Zn2ps. (BE =
1022,1 eV) i Zn2p12 (BE = 1045,3 eV), z AE = 23,2 eV, co jest mozliwe z powodu
wystepowania ZnCl> na powierzchni probek. Podczas trawienia wigzka argonu, linia Zn2p
nieznacznie przesungta si¢ na wyzsze BE, co moze sugerowaé, ze dominujg stany ZnO
w sktadzie podpowierzchniowym. Dodatkowo, dalsze rozpylanie prowadzi do pojawienia si¢
kazdej z linii Zn2p rozszczepiajacych si¢ na dwa widoczne piki, a te z nizszymi warto$ciami
BE sg typowe dla czystych stanéow Zn [153].

Linia dubletu Yb4d ujawnita podziat LS na dwie gltowne linie, 4dsp
(BE =186,7 eV) i 4dz;2 (BE = 200,5 eV), z podziatem LS okoto AE = 13,8 ¢V. Oba stany
powierzchni sg powigzane z wystepowaniem Yb2Os, ale istniejg dodatkowe struktury obecne
przy 193,1 i 206,6 eV. Jest to typowe dla struktury zlozonej z iterbu Yb4d, z mieszanymi
wartoéciami - Yb**/Yb?*. Taka struktura wystepuje zaréwno na powierzchni, jak
i podpowierzchniowo. Co wiecej, podczas bombardowania Ar*, zauwazono dodatkowy pik,
okoto 19,1 eV, co mozna przypisa¢ obecnosci linii boru B1s [153].

Jak podali autorzy artykutow [82,92,93], wyniki badan potwierdzity powstawanie
produktow korozji bez funkcji ochronnych na powierzchni stopow szklistych Ca-Mg-Zn,
zanurzonych w roztworze Ringera. Jednak po dodaniu iterbu nastapito wyrazne obnizenie
aktywnosci  korozyjnej degradowanych masywnych szkiet metalicznych. Badania
rentgenowskie potwierdzily powstawanie tlenkow i wodorotlenkow iterbu. Duza impedancja
stopu Caz2Zn3sMgi2Y big byta spowodowana tworzeniem si¢ na powierzchni probki produktow
korozji zawierajacych iterb.

Z drugiej strony, metaloidy zwigkszajace zdolno$¢ do zeszklenia, takie, jak bor i krzem
mozna dodawaé¢ do stopow wapnia 1 magnezu, w celu zmiany ich wlasnos$ci
fizykochemicznych, jak w przypadku cytowanej literatury [99], gdzie zauwazono rdznice
w aktywnosci korozyjnej stopow amorficznych, zawierajacych B i Si. Mozna to interpretowaé
w kategoriach tworzenia si¢ ochronnej warstwy powierzchniowej. Udowodniono, ze
podwyzszona odporno$¢ na korozje wystepuje w amorficznych stopach Fe-Cr zawierajacych
krzem, bor, wegiel i fosfor, ktore byty badane w roztworach 0,1 N H2SO4 i 3% NaCl.
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Dodatkowo, aby okresli¢ wptyw dodatku boru na zachowanie korozyjne stopu Ca-Mg-

Zn-Yb, dokonano obliczen entalpii tworzenia fazy amorficznej (4H{;"*"") i entalpii mieszania

(AHZ-‘ix), na podstawie modelu Miedemana, za pomocg kalkulatora Miedemana. WyniKi

obliczen zamieszczono w tabeli 10 [153], w oparciu o literature [211-214]. Tworzenie struktury

mix

amorficznej jest korzystne dla par atomoéw z ujemnymi wartosciami mieszania AH;j

I amorfizacji AH?jmorp [215,216]. Ponadto, na podstawie analizy tych parametrow mozna
okresli¢ lokalne srodowisko atoméw, z ktorych wynika, ze atomy Ca i Yb sg otoczone atomami
boru. W zwigzku z tym, obnizenie aktywnosci korozyjnej stopu Ca-Mg-Zn-Yb po dodaniu
B wigze si¢ z powstaniem struktury, w ktorej tworzg si¢ pary atomowe Ca-B, Yb-B. W efekcie
wystapienia tego zjawiska, reakcja migdzy jonami chlorkowymi z roztworu Ringera i atomami
Ca i Yb otoczonymi atomami B - spowolnita. W zwigzku z powyzszym, dodatek boru

powodowatl mniejszg aktywno$¢ korozyjng stopow CazaMgi12ZnzsY big.

Tabela 10. Mozliwe pary atoméw wynikajace z obliczonych (4 HZ-”"‘ )i (AHZ-morp) wartos$ci

entalpii - przedruk z artykutu [153]

Para atomowa AH™TP [K3/mol] AHJ™ [kI/mol]
Ca-B -18,7 -24.7
Mg-B 1,9 37
Zn-B 9,4 42
Yn-B -52,5 -58,4

Widma XPS dla ptytek stopow Casz2MQi12ZnzsYbig2xBxAux (X = 1, 2 at.%),
reprezentujace elementy powierzchni przedstawiono na rysunku 39 [141]. Oznaczono
charakterystyczne piki fotoemisji i Augera, odpowiadajace poszczegdlnym pierwiastkom.
Wszystkie charakterystyczne piki oznaczono jako: Cls, Ol1s, O2s, Mgls, Mg2s, Ca2s, Zn3s,
Ca2p, Zn2p (1/2, 3/2) oraz zachodzace na siebie Yb4d/B1s. Nalezy zauwazy¢, ze dominujacym
sktadnikiem na powierzchni jest Ols, prawdopodobnie zwigzany z réznymi tlenkami. Linia

Nals, wynikajgca ze sktadu roztworu Ringera, nie zostata zaobserwowana [217].
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Rys. 39. Widma przegladowe XPS dla ptytek stopéw Caz2Mgi12ZnzsYbig-2xBxAux (X = 1, 2
at.%) po tescie korozyjnym w roztworze Ringera w temperaturze 37 °C - przedruk z artykutu

[141]

Analizg poszczegolnych linii poziomu energetycznego - widocznych podczas trawienia
wigzka argonu - dla odpowiednich probek stopow  Caz2MQi12ZnssYbisBiAug
I Caz2Mg12Zn38Yb14aB2AuU2 po tescie korozyjnym w roztworze Ringera, w temperaturze 37 °C

przedstawiono na rysunkach 40 i 41 [141].
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Rys. 40. Widma szczegotowe Cls (a), Ols (b), Ca2p (c), Zn2p (d), Yb4d (e) i Audf (f) dla
stopu Caz2Mg12Zn3gYb1sB1Au; po tescie korozyjnym w roztworze Ringera w 37 °C
- przedruk z artykutu [141]
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Rys. 41. Widma szczegotowe Cls (a), Ols (b), Ca2p (c¢), Zn2p (d), Yb4d (e) i Audf (f) dla
stopu Caz2Mg12Zn3gYb14B2Au2 po tescie korozyjnym w roztworze Ringera w 37 °C -
przedruk z artykutu [141]

Podczas analizy linii poziomu energetycznego Cls mozna zaobserwowaé dwa gtowne
piki (rys. 40a, 41a). Pik o najwigkszej intensywnosci zwigzany jest z wegglem nagromadzonym
na powierzchni probki (BE = 284,8 eV), natomiast linia o niskiej intensywnosci przy wyzszej
energii wigzania (BE = 289,4 ¢V) moze pochodzi¢ od réznych weglanow, prawdopodobnie
glownie od CaCOs. Pik pochodzacy od weglandéw jest stabilny podczas procesu trawienia Ar,
podczas gdy pik glowny jest wyraznie zmniejszony.

Linia O1s (rys. 40b, 41b) dla obu probek jest do$¢ ztozona. Pik o energii wigzania
528,8 - 530,1 eV mozna przypisa¢ tlenowi sieciowemu (02%), pochodzacemu z tlenkowych
produktow korozji. Pik polozony przy 531,5 eV mozna przypisa¢ tlenowi zaadsorbowanemu
na powierzchni (O2" lub O°), grupom OH i wakansom tlenowym, a pik przy duzej energii
wigzania, okoto 534,0 eV, moze by¢ zwiagzany z zaadsorbowana woda. Linia tlenu moze
pochodzi¢ od réznych tlenkow, takich, jak: Yb203, ZnO, MgO i CaO. Obecnos¢ tlenkéw byta
wyraznie widoczna juz po pierwszym czyszczeniu jonowym.

Linie Ca2p dla obu badanych probek roznity sie istotnie (rys. 40c, 41¢). W przypadku
stopu Caz2Mg12Zn3sYb14B2Au2 mozna byto zaobserwowaé dos¢ szerokie linie okoto 347,4

1 350,9 eV z 4E = 3,9 eV, typowe dla CaCOz. Obie linie uwydatnity si¢ podczas procedury
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rozpylania, a rozszczepienie ulegto niewielkiemu zmniejszeniu, co moze sugerowa¢ dodatkowa
izolacje czystego Ca. Analiza poziomu rdzenia Ca2p (rys. 40c) dla stopu
Caz2Mg12Zn3sYb1sB1Au1 wykazata rozszczepienie linii dubletow przez spin-orbit¢ (L-S) na
Ca2pa (BE = 346,7 eV) i Ca2pu2 (BE = 349,8 eV) z 4E = 3,1 eV, co jest typowe dla CaO. Na
linii Ca2p mozna bylo zaobserwowa¢ dodatkowy sktadnik, okoto 348,8 eV, prawdopodobnie
typowy dla CaCl..

Linie Zn2p dla obu probek znacznie si¢ roznity (rys. 40d, 41d). W przypadku stopu
Caz2Mg12Zn3sYb14B2AuU, linia Zn od powierzchni z rozszczepieniem L-S AE = 23,1 eV jest
typowa dla ZnO. Po trawieniu jonowym obserwuje si¢ dodatkowe waskie linie przy niskich
energiach wigzania o warto$ciach 1019,2 eV (Zn2pzp) i 1042,3 eV (Zn2pir2), ktore mozna
przypisa¢ stanom Zn2p. Dla stopu Caz2Mg12ZnssYb1sB1Au1, linia Zn2p réznita si¢ znaczaco.
Zaobserwowano dominujacy wptyw Zn2p na intensywnos$¢ uzyskanej linii energetyczne;.

Linia dubletu Yb4d (rys. 40e, 41e) wskazuje na rozszczepienie L-S na dwie gtdéwne
linie: 4ds, (BE = 184,9 eV) i 4ds2 (BE = 199,1 eV), z rozszczepieniem L-S okolo AE =
14,2 eV. Glowne linie mozna przypisa¢ Yb203. Wystepuje jednak widoczna dodatkowa
struktura przy 192,3 i 205,1 eV. Tak ztozona struktura z kilkoma sktadnikami dla linii Yb4d
jest typowa dla stanow o mieszanej wartociowosci Yb**/Yb?* iterbu, co sugeruje strefe
przejsciowa zwigzkow metalicznych i tlenkowych. Dodatkowo, w przypadku probki bogate;j
w B (rys. 40e), obecno$¢ linii Bls (187,8 ¢V) jako nachylenie piku Yb4ds, jest ledwo
zauwazalne.

Analizujac  naktadajace si¢ linie Mg2s 1 Aud4f dla probek stopow:
Caz2MQ12Zn3sYbieB1Aur oraz CaszxMQi12Zn3gYb14aB2Au2 mozna zaobserwowaé jedynie
obecno$¢ linii Mg2s (BE = 89 eV). PdZniejsze trawienie jonowe ujawnito obecno$¢ linii Audf
(rys. 40f, 41f). Pierwsza z nich, Au4f72, widoczna jest w okolicach 82,3 eV, natomiast druga,
Audfs, naktada si¢ nie tylko na Mg2s, ale takze na Zn3p, przez co jej intensywnos$¢ jest
znacznie wieksza. Warto zauwazy¢, ze stany obserwowane dla linii zlota sg typowe dla
pomiarow z wykorzystaniem czystego Au.

Sktad chemiczny badany w trakcie trawienia jonami Ar* okre$lono na podstawie analizy
linii spektralnych poziomu energetycznego jadra atomowego O najszerszym przekroju
fotoemisyjnym, czyli o najwigkszej intensywnos$ci. W ten sposob utworzono profile gtebokosci
(DP-XPS) dla obu mierzonych probek (rys. 42) [141]. Niestety, ze wzgledu na naktadanie si¢
linii Yb4d i B1s, utrudnione bylo wyznaczenie udziatu B, ktora jest prezentowana tacznie ze
stanami Yb. Analizujac oba profile glebokosci DP-XPS mozna stwierdzi¢, ze widoczne rdznice

w stezeniu atomowym zmieniajagcym sie w czasie trawienia Ar' sg zwigzane z réznymi

86



Resorbowalne stopy Ca-Mg-Zn z dodatkiem iterbu, boru i ztota do zastosowan biomedycznych
mgr inz. Dawid Szyba

sktadami chemicznymi probek. Dla przypomnienia, zréznicowana reakcja probek na trawienie
jonowe moze wynika¢ z réznych lokalnych $rodowisk atomow dla obu réznych sktadow
chemicznych. Zjawiska takie powodujg wigc rdznice w przesuni¢ciach chemicznych, m.in.
wyraznie zauwazalne stany Zn2p dla obu probek. Niemniej jednak, w obu przypadkach
zdominowane stany Ols s3 zwigzane nie tylko z zanieczyszczeniami powierzchniowymi, ale
takze z roéznymi tlenkami, co jest widoczne w szczegotowe] analizie linii poziomu
energetycznego jadra. Ilos¢ Cls jako zanieczyszczenia powierzchni jest znacznie zmniejszona
przez wigzke Ar*. Zauwazalna roznica w ilo$ci Yb4d + Bls dla obu probek moze by¢ zwigzana
z réznym udzialem w stanach Yb?*/Yb3*. Najnizsza zawarto$¢ oznaczono dla stanéw Audf, co

bezposrednio wynika ze sktadu chemicznego badanych probek.
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Rys. 42. Profile gltgbokosciowe dla: (a) Caz2Mg12ZnssYbisAuiBs i (b)
Cas2Mg12Zn3sYb14B2Au? - przedruk z artykutu [141]

Identyfikacj¢ produktow korozji z powierzchni plytek po 30-dniowych badaniach
zanurzeniowych wyznaczono metoda dyfrakcji rentgenowskiej (rys. 43). Produkty korozji
zidentyfikowano jako: ZnO, CaCOs, Mg(OH)2, Yb(OH)s, Ca(Zn(OH)s3)2:2H20
i CaB20(OH)6-2H20. Zwigzek CaB2O(OH)s-2H20 najprawdopodobniej zmniejsza aktywno$é
korozyjng stopdéw, poniewaz jest stabo rozpuszczalny w roztworze Ringera, cze$ciowo

blokujac dalszg penetracje roztworu w gtab stopu, a tym samym cze¢sciowo hamujac korozje.
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Rys. 43. Dyfraktogramy rentgenowskie produktow korozji ptytek CazsMgi12ZNn38Y b1g-2xBxAux

(x =1, 2 at.%) po zanurzeniu, w czasie 30 dni, w roztworze Ringera w temperaturze 37 °C

- przedruk z artykutu [141]

Uzyskane wyniki wskazuja rowniez, ze po 30 i 60 dniach zanurzenia w roztworze,
objetos¢ uwolnionego Hz zmniejszyta sig, co jest zgodne ze zmianami udziatu Mg i Yb podczas
badan immersyjnych. Wyniki degradacji stopéw Caz2Mg12ZnzgYDbigoxBxAux (X = 1, 2 at.%)
w roztworze Ringera pokrywaja si¢ z wynikami XRD i XPS uzyskanymi dla produktéw korozji
(rys. 43) [141]. Oznacza to, ze refleksy, w przypadku analizy rentgenowskiej oraz piki z analizy
fotoelektronow pochodza od takich samych pierwiastkow 1 zwigzkow chemicznych.

Stezenie pierwiastkow stopowych, takich, jak: Ca, Mg, Zn, Yb, B i Au w roztworze
Ringera, przed i po probach zanurzeniowych, badano za pomocg spektrometrii emisyjnej
atomow w plazmie sprzezonej indukcyjnie (ICP-AES). Wyniki analizy ICP-AES
przedstawiono w tabeli 11 [141].

Tabela 11. Stezenie pierwiastkow stopowych w roztworze Ringera, przed i po probie
zanurzeniowej - przedruk z artykutu [141]

Czas Stezenie pierwiastkow, mg/|
Probka zanurzenia
. Au B Ca Mg Yb Zn
w dniach

Roztwoér Ringera przed
_ - <0,005 <0,01 89,25 <0,01 <0,005 <0,01

testem zanurzeniowym
7 0,014 <001 9642 0,30 0,16 0,27

Cas2Mg12Zn35Y b1sB1AUL
30 0,005 <0,01 104,28 0,11 0,07 0,29
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60 0,006 0,055 286,51 0,04 0,01 1,67
7 0,009 001 9791 0,36 0,09 0,18
Caz2Mg12Zn3s Y b14B2AUL 30 0,006 002 9209 011 0,06 0,47
60 0,006 005 276,7 0,04 <0005 1,90

Zgodnie z przewidywaniami, stezenie pierwiastkdOw stopu w roztworze Ringera
zmienialo si¢ wraz z czasem zanurzenia. Zaobserwowano réwniez, ze udziat Ca i Zn
W roztworze réwniez zwigkszat si¢ wraz z czasem zanurzenia. Zauwazono jednak, ze po 71 30
dniach badan degradacji, stezenie Ca bylo stabilne i wynosito $rednio 97,67 mgl/l.
Zaobserwowano zmiany st¢zenia, zwlaszcza po 60 dniach zanurzenia. Po tym czasie, st¢zenie
Ca w roztworze Ringera wynosito 286,51 i 276,7 mg/l dla stopow Caz2Mg12Zn3sYbisB1AuU1
I CazaMg12Zn3sYb14B2AU2. W porownaniu do Ca, stgzenie Cynku w roztworze Ringera byto
niskie i po 60 dniach zanurzenia nie przekraczato 2 mg/l. Stwierdzono réwniez, ze zmiany
stezen Au, B (dodatku stopowego) i Mg w roztworze Ringera po 7-, 30- i 60-dniowych probach
degradacji dla obu badanych stopow byly bardzo zblizone. Jednak, jak przedstawiono
w artykule [141], stezenia Mg 1 Yb w roztworze, po tescie zanurzeniowym zmniejszaty si¢ wraz
z czasem zanurzenia. Uzyskane wyniki sugeruja, ze w czasie testow korozyjnych rozpuszczone
jony Yb i Mg uformowaty warstwe produktéw korozji. Mozna wigc przypuszczaé, ze
w badanym czasie zanurzenia nie zaobserwowano rozpuszczania wodorotlenkow Mg i1 Yb.

Glowne reakcje korozji Mg i Yb w roztworze wodnym sg nastepujace (3,4) [218]:

MgO + 2H,0 = Mg(OH), + H, @)

(4)
Mechanizmy korozji stopow CazoMgi2ZnzsYbieBi1Au: i Caz2Mgi2ZnzsYb1aBoAu

2Yb + 6H,0 = 2Yb(OH); + 3H,

obejmuja: rozpuszczanie anodowe, wytragcanie si¢ wodorotlenkow, tworzenie warstwy
produktow korozji i etap propagacji korozji. Schematyczne przedstawienie mechanizmow
korozji dotyczy stopow Ca-Mg-Zn-Yb-B-Au w roztworze Ringera (rys. 44) [141], gdzie
podobne przyktady zaobserwowano w pracach [219,220]. Po pierwsze, podczas zanurzania
w roztworze Ringera, na powierzchni badanych stopéw zachodza reakcje anodowe. W ten
sposOb zaobserwowano anodowe rozpuszczanie probek 1 uwolnienie jonow metali stopu do
roztworu. W zwigzku z tym stwierdzono zwigkszenie st¢zenia jonow metali stopowych
w roztworze, co potwierdzono w tabeli 11. Zastosowane reakcje anodowe (5-6) i katodows (7)

przedstawiono ponizej [219,220]:
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— reakcja anodowa: Mg + 2e” = Mg?* ©)
— reakcja anodowa: Ca + 2e” = Ca?* (6)
—reakcja katodowa:  2H,0 + 2e™ = H, + 20H~ )

Yb(OH),

Ca(zn(OH),)*2H,0
CaB,0(0H),"2H,0 ‘

Corrosion product layer Corrosion propagation

formation
Rys. 44. Schematyczne przedstawienie mechanizmoéw korozji stopow Ca-Mg-Zn-Yb-B-Au
w roztworze Ringera - przedruk z artykutu [141]

W kolejnym etapie procesu korozji, zwanym wytrgcaniem wodorotlenkowym,
zanurzone probki pokrywaja si¢ wodorotlenkiem metalu. Otrzymane wodorotlenkowe
produkty korozji wykazuja niskg rozpuszczalnos¢. W artykule [141], przedstawiono
rozpuszczalnos$ci wodorotlenkéw Mg i Ca. Na tym etapie, rozpuszczone pierwiastki stopowe
w wyniku reakcji (8) braty udziat w tworzeniu produktéw korozji, tworzac wodorotlenki,
w zwigzku z tym ich udziat ulegt zmniejszeniu. Jednak wodorotlenki pierwiastkow stopowych
wytracaja si¢ na powierzchni z wicksza aktywnoscig. Co wigcej, jest to powtarzalny
i jednoczesny proces potaczony rowniez z uwalnianiem Hz. Z drugiej strony, wodorotlenki Mg
i Ca tworza pewna warstwe ochronng na powierzchni stopu. Obecnos$¢ jonéw weglanowych
W roztworze powoduje rowniez wytrgcanie si¢ weglanu wapnia na powierzchni stopu. Jony

chlorkowe reaguja z warstwg wodorotlenkowg i prowadzg do powstania chlorku

90



Resorbowalne stopy Ca-Mg-Zn z dodatkiem iterbu, boru i ztota do zastosowan biomedycznych
mgr inz. Dawid Szyba

hydroksomagnezu Mgx(OH),Cl lub chlorku hydroksylowanego magnezu
I wapnia Ca(Mgx(OH),Cl), w nastgpujacy sposob (8) [219]:

XMg?** + CI~ + yOH™ = Mg,(OH),Cl ®)

Hydroksylowane chlorki moga wystepowa¢ na powierzchni stopu jako zaadsorbowane

zwigzki posrednie, a nastepnie ulegajg rozpuszczeniu, jak zapisano ponizej (9-10):

[MeCI(OH)~] = MeCIOH + e~ (9)

+ — 2+ -
MeCIOH + H™ = Me*™ + CI™ + H,0 (10)

Sktad chemiczny roztworu Ringera podczas proby zanurzeniowej zalezy od
mechanizmu korozji badanych stopow, a szczegdlnie od stopnia korozji: rozpuszczania
anodowego, wytrgcania wodorotlenkoOw 1 propagacji korozji. Zawarto$¢ pierwiastkow
stopowych w roztworze Ringera w czasie zanurzania zalezy rowniez od ich aktywnosci
elektrochemicznej. Mg i Ca majg wyzszg aktywno$¢ chemiczng w roztworze Ringera niz Zn,
dlatego rozpuszczalno$¢ Zn byta niska.

Refleksy o matej intensywnosci, pochodzace od nanokrysztatow, dla stopoéw
Caz2Mg12Zn38Yb17B1, Caz2Mg12Zn3sYb1sB3 i CazoMg12Zn3sY bis-2xBxAux (X = 1, 2 at.%) zostaty
zidentyfikowane metodami rentgenowskiej analizy fazowej (tabela 12) [93,141,153].

Tabela 12. Poréwnanie struktury stopéw Caz2Mg12Zn3gYbig, Cas2Mg12Zn3gY bis.xBx
(x=1, 2, 3 at.%) i Caz2Mg12ZnzsYbig2xBxAux (X = 1, 2 at.%) w stanie po odlaniu, po
badaniach korozyjnych, w postaci ptytek, w roztworze Ringera w temperaturze 37 °C

- przedruk z artykutow [93,141,153]

Struktura po - Metoda
Probka ) Produkty korozji Lit.
odlaniu badawcza

Ca(OH)z2, Yb(OH)s,

Caz2Mg12Zn3gYbis amorficzna CaCOg, XRD  [93]
Ca[Zn(OH)3]2-2H20
osnowa CaO, MgO, Mg(OH)z,
Cas2Mg12Zn3sYb17B1 XPS  [153]

amorficzna CaCOs, Yb203, ZnO
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z pikami
CaZnz, MgZn
_ CaO, MgO, Mg(OH),
Caz2Mg12Zn38Yb16B2 amorficzna XPS  [153]
CaCOg, Yb203, ZnO
osnowa
amorficzna Ca0, MgO, Mg(OH)2,
Caz2MQ12Zn38Ybi5B3 ) ) XPS  [153]
z pikami CaCOs, Yb203, ZnO
CaZnz, MgZn
oshowa Zn0O, CaCOs3, Mg(OH)a,
amorficzna Yb(OH)s,
Cas2Mg12Zn3gYb1sB1AuL ) ) XRD  [141]
z pikami Cazn,  Ca(Zn(OH)3)2-2H.0,
CaZnz, MgZn CaB20O(OH)s-2H20
osnowa
) Zn0O, CaCOs3, Mg(OH)a,
amorficzna
) ) Yb(OH)3,
Caz2Mg12ZnzsYb14B2AuU2 z pikami XRD  [141]
Ca(Zn(OH)3)2-2H.0,
Cazn,CaZn,,
CaB,0(OH)s-2H20
MgZn

Badania FTIR produktow korozji po tescie zanurzeniowym w roztworze Ringera
w 37 °C w czasie 48 h dla: Caz2Mg12Zn3zgY b15B3, CazaMg12Zn3gYb14B2Au2 0raz po zanurzeniu
w plynie PWE dla stopow Caz2Mgi12Zn3sYbisBs, CazaMgi12ZnzgYb14aB2AuU2 1 roztwordw
przedstawiono na rysunku 45. Uzyskane widma FTIR potwierdzity obecnos¢ weglanéw na
powierzchni badanych ptytek po 7 dniach testu zanurzeniowego w roztworach PWE i Ringera.
Pik obserwowany przy 1645 cm™ dla probki B3 (Cas2Mgi12ZnssYbisBs) zanurzonej w roztworze
Ringera zwigzany jest z drganiami wody & O-H [221]. Natomiast dobrze widoczny, szeroki pik
okoto 854 cm? (od drgan Zn-O) potwierdzit, Zze produkty korozji na powierzchni
prawdopodobnie pochodza od ZnCOsz [193,222]. Charakterystyka weglanow o1 jest
symetryczna. Wibracje asymetryczne vz i symetryczne v4 zaobserwowano przy nastgpujacych
wartosciach: 1082, 874, 854 i 713 cm™ [221]. Co ciekawe, drgania asymetryczne vs COs® dla
analizowanych probek pojawiaty si¢ przy roéznych liczbach fal. Na przyktad, probka B3 po
zanurzeniu w roztworze Ringera charakteryzowala si¢ bardzo szerokimi pikami przy: 1575,
1485 i 1405 cm™. Za$ probka Caz2Mgi12Zn3sYb14B2AU,, zanurzona w tym samym roztworze,
wykazywata drgania asymetryczne vs obserwowane przy 1490 i 1402 cm™. Zjawisko to jest

zwigzane z roznicami w zlozonej strukturze krystalicznej powstatych produktow korozji. Te
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same ustalenia zostaly przedstawione przez Lee i Condrate’a [223]. Jony weglanu leza
w nizszej symetrii [154] niz nienaruszony weglan (widmo IR jest zalezne od symetrii
czgsteczki; liczba aktywnych pasm IR zwigksza si¢ ze zmniejszeniem symetrii czasteczki
[224]). Chociaz mozna zaobserwowaé tylko dwa pasma wolnych jonéw weglanowych, tak
w przypadku weglanow (jakim jest weglan cynku) istnieje zauwazalne, duze rozszczepienie.
Odpowiednio, struktura i sktad chemiczny powstajacych weglandw sa rozne dla wszystkich

probek i zalezg zarowno od sktadu chemicznego stopow, jak i uzytego roztworu.
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Rys 45. Widma FTIR probek Caz2Mg12Zn3gYbisB3 i Caz2Mgi2ZnzsYb1aBoAuz po tescie
zanurzeniowym w roztworach Ringera i PWE z zaznaczonymi charakterystycznymi

drganiami - przedruk z artykutu [154]

7.10. Wyniki badan cytotoksycznosci

Ze wzgledu na rozpuszczalnos¢, badane stopy na bazie Ca moga by¢ potencjalnymi
kandydatami na implanty bioresorbowalne, poniewaz generuja nietoksyczne produkty
degradacji [18]. Jednak najwicksza szybkos¢ korozji obecnie znanych stopoéw wapnia ogranicza
ich zastosowanie jako implantow ortopedycznych lub stentéw naczyniowych [225]. Na
podstawie artykutow i badan medycznych realizowanych w kierunku wptywu boru na kosci,
wytypowano ten pierwiastek jako dodatek do stopow na bazie Ca [142-145]. Bor poprawia
mineralizacj¢ ko$ci 1 zwigksza ich wytrzymato$¢ przez zmniejszenie wielkosci osteoblastow.
Dlatego tez badane stopy Ca-Mg-Zn-(Yb,B,Au) mozna zaproponowac¢ na implanty w postaci
gwozdzi 1 ptytek do stosowania w przypadku ztaman w czasie wystgpowania osteopenii, czyli
osteoporozy we wczesnym i zaawansowanym stadium. Przyktadem biomateriatu metalicznego

z dodatkiem boru jest stop Ti-Al-V-B [86]. Na podstawie uzyskanych wynikow badan
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stwierdzono, ze zwigkszenie udziatu B zwigksza potencjaty repasywacji stopu na osnowie Ti.
Dodatkowo, wytworzona ilos¢ komorek prekursorowych osteoklastow 1 komorek
aktywujacych osteoklasty na powierzchni Ti-6Al-4V-B byla zdecydowanie wigksza
w porownaniu ze stopem bazowym Ti-6Al-4V.

Na podstawie wynikow eksperymentalnych, wptyw dodatku boru i ztota w stopach
Caz2Mg12Zn3sYbisxBx (X = 0, 1, 2, 3 at.%) i CazxMgi2ZnzsYbis2xBxAux (X = 1, 2 at.%) na
cytotoksyczno$¢ 1 mechanizmy $mierci komorkowej byt analizowany na komorkach
podobnych do osteoblastow, a mianowicie kostniakomigsaka U2-OS. Komorki byty hodowane
przy uzyciu zmodyfikowanej pozywki McCoys’a 5A, uzupetnionej ptodowa surowica bydleca
(FBS) oraz penicyling i streptomycyng.

Biozgodno$¢ stopow CaMgZnYbBAu badano za pomoca testu MTT, ktory jest
wskaznikiem zywotnoséci komorek, proliferacji i cytotoksycznosci (rys. 46) [154]. Ponadto,
interakcje miedzy osteoblastami a biomateriatami ortopedycznymi zalezg od stopnia potaczenia
kosé-implant. Z tego powodu, osteoblastyczna adhezja jest bardzo wazna dla pierwszego
kontaktu kosci z biomateriatem [102,104]. Adhezja komorek osteoblastycznych, ich wzrost
1 proliferacja byty skorelowane z chropowato$cia powierzchni.

Kolorymetryczny test MTT charakteryzuje si¢ wysoka czutoscia, dzigki czemu moze
by¢ stosowany do badania duzych ilosci roznych probek [170]. Ilos¢ oznaczanego MTT jest
proporcjonalna do liczby aktywnych metabolicznie hodowanych komoérek. Nalezy wspomnie¢,
ze komorki maja ograniczong zdolno$¢ do namnazania si¢. Moga podzieli¢ si¢ okoto 50 razy
z pozywka hodowlang, ktora jest czesto zmieniana. W przedstawionych badaniach,
biokompatybilny efekt probek badano przez posredni kontakt z komorkami [169]. Ekstrakty
z probek (w postaci ptytek) dodawano do komoérek po 24 i 72 h. Czas inkubacji komorek
wynosit 24 i 48 h, a zawarto$¢ ekstraktow wynosita odpowiednio: 100, 50, 25 i 12,5 %.

Wryniki badan cytotoksycznos$ci, przedstawione na rysunku 46, wykazaty, ze stop
CassMg12Zn3sYbisBs charakteryzowat sie duza Zywotnoscia komoérek [154]. Zywotno$é
komorek powyzej 100% byta widoczna zardéwno w ciggu 24 i 48 h inkubacji, jak i dla 24
I 74 h ekstrakcji. Nieco nizsza zywotno$¢ komorek zaobserwowano dla stopu na bazie Ca
z dodatkiem 2 at.% Au (rys. 46f) [154]. Wyniki cytotoksycznosci byty zgodne z aktywnoS$cia
korozyjng stopow Caz2MQ12Zn3gYb15B3 i CazaMg12Zn3zsYb14B2AuL.

Hakki i in. [152], zbadali wptyw dodatku boru na proliferacje komorek. Wptyw stezenia
B na zywotno$¢ komorek oceniano po 24 i 48 h, stosujac test MTT. Autorzy stwierdzili, Zze bor
odgrywa wazng rolg w metabolizmie kosci [226]. Efekt dodatku ztota zostal przedstawiony

w artykule [101], gdzie zbadano jego wptyw na wlasnosci stopu na bazie Fe. W artykule [101],
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przedstawiono dane odnosnie stopow na bazie Fe, gdzie dodatek 5 wag.% Au jest alternatywa

dla materiatéw resorbowalnych. Wynika to ze znanych wtasnosci mechanicznych, zywotnosci

komorek i odpowiedniego czasu degradacji stopéw Fe-Au.
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*p < 0,051 ** p<0,01 wporownaniu z probka kontrolng - przedruk z artykutu [154]

W literaturze na temat biokompatybilnosci resorbowalnych stopéw na bazie Mg,
przedstawiono okoto stu danych dotyczacych wiasnoséci tych materiatow [116,118,227].
W artykule [227], opisano badania zwigzane z mitochondrialng aktywnoscia metaboliczng
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komorek narazonych, w czasie 24 h, m.in. na czysty chemicznie Mg. Analizy cytotoksycznos$ci
dokonano za pomocg testow MTT i LIVE/DEAD. Wykazano aktywno$¢ metaboliczng powyzej
80%, co oznacza wysoka zywotno$¢ komorek [227]. W artykule [228], wyniki badan
cytotoksycznosci wykazaly, ze ekstrakty stopu Mg-1,2Ca-1Zn z pozywka komorkowa,
przedstawiaja wyzsza zywotnos¢ komorek niz stopy z dodatkiem B. Autorzy [228], powotywali
si¢ na badanie [229], w ktorym analizowano cytotoksycznos¢ in vitro pierwiastkow: Y, Nd, Dy,
Pr, Gd, La, Ce, Eu, Li i Zr. Wedlug autorow artykutu [229], cytotoksyczno$¢ Ce i La jest
zwigzana z promieniami jonowymi pierwiastkow chemicznych, prawdopodobnie dlatego
biokompatybilno§¢ stopéow z dodatkiem B byta nizsza w poréwnaniu ze Stopem
Mg-1,2Ca-1Zn [228].

Zwigkszona cytotoksycznos$¢ stopow na bazie Ca-Mg-Zn-Yb z dodatkiem boru i ztota
w poréwnaniu do stopow Ca-Mg-Zn-Yb z dodatkiem boru prawdopodobnie wynika
z roznicy W promieniach atomowych wskazanych pierwiastkow chemicznych. W pracy [120],
zaprezentowano wyniki badan cytotoksycznosci resorbowalnych stopow Zn-Mg. Zmierzono
zywotnos¢ komoérek wykonujac test MTT [120]. Uzyskane wyniki dla stopu Zn-1Mg wykazaty,
ze po 24 h zywotno$¢ komorek wynosita ponizej 100%. Nastepnie, po 72 h, zywotnos¢
komorek wzrosta powyzej 100% [120]. W artykule [116], badano powtoki Ca-P osadzone na
stopie Mg-Zn-Zr oraz stwierdzono, iz wytworzone warstwy majg pozytywny wptyw na wyniki
badan cytotoksycznosci. Kilkudniowa inkubacja komorek kostnych, w przypadku powlok
Ca-P, wptyneta korzystnie na ich biokompatybilno§¢ w poréwnaniu ze stopem bez
powtoki [116].
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ARTICLE INFO ABSTRACT

The corrosion behavior of Caes—xMgio+xZnos (x = 0,10) and CazzMgi12ZnagYbis alloys was studied by po-
tendiodynamic tests and electrochemical impedance spectroscopy in Ringer's solution. The solution of NaCl, KCl
and CaCl, components reacted with outer layer of alloys and produced corrosion products. The influence of Ca
content on the hydrogen volume as a function of time was discussed. The measurements exhibited significantly
less hydrogen evolution volumes for CassMgaoZnas alloy (5.0 ml/cm?) than for CagsMgioZnas glass (11.3 ml/
cm?) after 2h. The lowest value of hydrogen evolution was observed for CassMg12ZnssYbs glass (1.1 ml/em?).
The hydrogen volume for Cas,ZnagMg,,Yb, g sample fulfilled the non-toxic amount of Hy, which must be low
than ~1ml/h. The XPS survey spectra for the glassy samples after corrosion test in Ringer's solution represent
the surface components. The corrosion products were identified as to be GaCO5, Mg(OH),, CaO, MgO and ZnO
compounds. In addition, the EDS and X-ray analysis of a layer of corrosion products after immersion tests in
Ringer's solution identified calcium and ytterbium hydroxide, calcium carbonate and also calcium zinc hydro-
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xide hydrate.

1. Introduction

Metallic glasses (MGs) are commonly described as chemically
homogenous and single-phase materials with specific properties.
Among many types of glassy alloys, Ca-based alloys are attractive due
to their low density (2-4 g/ em®) and low Young's modulus (20-46 GPa)
[1-8]. Chemical composition of Ca-based bulk metallic glasses (BMGs)
can be described by the formula of Ca-(Y,Ln)-(Mg,Sn)-(Al,Ag,Ga,Zn)-
(Cu,Ni,Si) proposed by Senkov et al. [3,4,6]. Exemplary compositions of
Ca-based glasses were reported in many works: Ca-Mg-Zn [3-9], Ca-
Mg-Cu [4-10], Ca-Mg-Ag [5,7,8,10], Ca-Mg-Zn-Sr-Yb [11], Ca-Mg-Zn-
Cu [3-5,7,9], Ca-Mg-Al-Zn [3,4,7], Ca-Mg-Y-Zn-Cu [12] and Ca-Li-Mg-
Zn [13].

Ca-Mg-Zn metallic glasses due to their dissolution and biocompat-
ibility can be used as temporary resorbable implants [14]. Biocompat-
ibility can be understand as a lack of toxic effect on human body. An-
other reasons for applied Ca-Mg-Zn glasses as orthopedic implants are
mechanical properties similar to the human bones. Compressive
strength and Young's modulus for cortical bone is 130-180 MPa and
3-30 GPa, respectively [15]. The values of Young's modulus, which are
close to modulus of the human body, were achieved for the
CagsMgisZngg (22.3GPa) and CaggMgogZnggSragYbog  (19.4 GPa)

= Corresponding author.
E-mail address: rafal.babilas@polsl.pl (R. Babilas).
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metallic glasses [11].

The corrosion of Ca-Mg alloys is accelerated by anodic or cathodic
dissolution process. The addition of Zn to the Ca-based alloys decreases
the anodic reactions. Unfortunately, the addition of Mg increased the
anodic dissolution. The Zn addition decreased anodic dissolution, but
also caused the increase of cathodic process. The corrosion rate is
outbalanced by negative anodic or positive cathodic corrosion process.
To understand the dissolution behavior of Ca-based metallic glasses it is
necessary to distinguish a reaction of hydrogen evolution on the
cathode or anode side [2].

The hydrogen evolution caused a formation of porous corrosion
products with no corrosion protection. The solution of NaCl, KCl or
CaCl; salts reacts with outer layer of sample and involved a pitting
corrosion [1]. The examples of pitting reactions for different corrosion
solutions were presented in work [16].

The addition of zinc caused a formation of ZnO compound, which
could act as a potential protective layer. Nevertheless, the corrosion
process proceeds further [1]. In other work [2], an alternative conclu-
sion was proposed. The formation of protective layer on the surface of
Ca-based glass was no observed. Nowosielski et al. [1] and Cao et al. [2]
compared independently their results with the work of Zberg et al. [14].
A formation of corrosion products without protective properties on the
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alloy surface immersed in distilled water was observed [16]. Calcium
hydroxide (Ca(OH)y), calcium zinc hydroxide hydrate (Ca[Zn
(OH)3]2H20) and calcium zinc CagZn phases were identified after
corrosion test of Ca-Mg-Zn alloys in distilled water [1,16]. The distilled
water or simple aqueous solution of salts are replaced by complex so-
lutions similar to body fluids used for immersion of Ca-Mg-Zn alloys by
Zberg et al. [14].

In order to determine biocompatibility of Ca-based glassy alloys
cytotoxicity tests were conducted. Experiments were carried out on fi-
broblasts (MG63) [15,17]. Generally, Ca-Mg-Zn BMGs extracts in the
range of 5-20%. They had no cytotoxic influence and improve vitality
of the MG63 cells. Moreover, Ca-Mg-Zn extracts enhance production of
alkaline phosphatase (ALP) by the MG63 cells [15]. The zinc did not
exhibit significant effect on ALP activity [17]. Cytotoxicity tests carried
out on the MG63 cells by using Ca-Mg-Zn-Yb extracts did not exhibit
any negative influence in wide range of 5, 10, 50 and 100%. The MG63
cell viability and ALP activity cultured in 100, 50, 25, 10 and 5% Ca-
Mg-Zn-Sr-Yb extracts showed significantly higher cell viability and ALP
activity than the control group [11]. The cells growth and differentia-
tion are promoted by the calcium and other cations (such as Mg, Zn, Yb,
Sr) [11,17]. Degradation rate is slowed down by ZnO and hydroxides,
when MG63 cells contact directly on Mg(OH), compounds [17].

The aim of the paper is to study the effect of calcium content and
ytterbium addition on the corrosion resistance of Ca-Mg-Zn-(Yb) bulk
amorphous alloys in Ringer's solution. The corrosion activity of the
alloys was estimated by the results of hydrogen evolution tests, po-
tentiodynamic measurements and electrochemical impedance spectro-
scopy. The corrosion products formed on a surface of the alloys were
identified by X-ray photoelectron spectroscopy and conventional X-ray
diffraction methods.

2. Materials and methods

The master alloys of resorbable Ca-based alloys with the composi-
tion of CassMgzoZngs, CagsMgioZngs and CagaoMgioZnggYbig (at.%)
were prepared by using the induction generator under the argon at-
mosphere. The ingots of each alloy prepared from pure elements
(99.9%) were remelted several times to ensure that the chemical
composition was homogeneous. Samples in the form of plates with a
length and a width of 10 mm and a thickness of 1 mm were prepared by
the high-pressure die casting [18-20].

The amorphous structure of the as-cast samples and phase identi-
fication of the specimens after immersion were examined by the X-ray
diffraction (XRD) in the reflection mode using the diffractometer with
conventional Co Ka radiation source (wavelength was 0.17902 nm).

The corrosion activity evaluated by a hydrogen evaluation was
measured during immersion tests in Ringer's solution (8.6 g/dm® NaCl,
0.3 g/dm® KCl, 0.48 g/dm® CaCl,. 6H,0). The tests were done at 37 °C
in function of time by using experimental set up described in [21,22].
Ringer's solution is often used in medicine as medium for irrigation and
complementary deficiency of electrolytes. The measuring error was
estimated by an exact differential method and it was placed in the range
from 1.2 up to 2.5%. The measuring data of H, evolution in a function
of time was fitted by the polynomial fit.

The potentiodynamic measurements were conducted in Autolab
302 N workstation [12] using the three-electrode cell with a sample as
working electrode, a saturated calomel electrode (SCE) as reference
electrode and a platinum rod as counter electrode. The corrosion re-
sistance was evaluated by recording of the open-circuit potential (Egcp)
variation for 3600 s for each sample. The potentiodynamic curves were
recorded in the potential range Eqc — 250 mV to Egcp + 250 mV. The
corrosion potential (E.,,,) and corrosion current density (joo,) was also
determined by the Tafel extrapolation method [23].

In addition, electrochemical impedance spectroscopy (EIS) was
conducted at open-circuit potentials with a perturbing signal of 5mV
over the frequency range 10°-10~ > Hz.
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X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) measurements after im-
mersion were carried out in PHI 5700/660 Physical Electronics appa-
ratus. The ultra-high vacuum (10~ 1%Torr) and monochromatic Al Ka
X-ray source (1486.6 eV) were used. The samples for XPS experiments
were kept under vacuum (10~ ° Torr) for 12 h. The survey spectra were
collected with the pass energy 187.85eV. Studied spectra were ana-
lyzed by using MultiPak 9.2 program according to the Cls peak, which
was used as a reference for charge correction. All collected core level
lines spectra during XPS examinations were measured with a standard
limit of resolution 0.1 eV.

The surface morphology of plates after 1, 2 and 5h of immersion
was observed by using ZEISS SteREO Discovery V.12 light microscope.
The surface and chemical analysis of the CagoMgi2ZnggYb;g sample
after polarization were characterized by a scanning electron microscopy
(SEM) with an energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS).

3. Results

Fig. 1 presents the X-ray diffraction patterns of Cags—_,Mg;0+xZN2s
(x = 0,10) and Caz,Mg;5Zn3gYb; s BMGs in the form of plates. The XRD
results show a broad maximum halo typical for amorphous materials
with good glass-forming ability. However, some crystalline peaks come
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Fig. 1. XRD patterns of Ca-based samples in as-cast state.
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Fig. 2. Variation of the open-circuit potential with time for CagsMg;2ZnagYbyg,
CassMgaoZinys and CagsMg:oZinas alloys in Ringer's solution at 37 °C.
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Fig. 3. Polarization curves for Cas;Mg12ZnsgYbig, CassMgaoZngs and CagsMgieZigs al-
loys in Ringer's solution at 37 °C.

from calcium oxide can be observed for CagsMg;oZn,s alloy. Calcium
oxides were probably formed during preparation process. High affinity
for oxygen leads to oxidation of Ca-based alloys before and during
casting process.

Corrosion study was conducted by immersion in Ringer's solution at
temperature 37 °C and during 3600 s (Fig. 2). The open circuit potential
(Eocp) value shifts towards the positive potential. The final value of the
Egcp was noticed to be —1525mV, —1568 mV and — 1305 mV vs. SCE
for CagsMgaoZngs, CagsMgigZngs and CagpZnggMgioYbg glasses, ade-
quately. A slightly stabilization of the Egcp was found after 1h for
CagsMgaoZnys alloy, no stabilization behavior was observed for other
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Table 1

Results of polarization tests of CassMgaoZnss, CagsMgioZnos and CagoMgioZnsgYbig
metallic glasses in Ringer's solution (Egcp - Open-cireuit potential, E,y - corrosion po-
tential, Ry - polarization resistance, feow - corrosion current density).

Sample Eocp

Ecorr R, Jeorr
[mV] [mV] [Qem?] [mA/em?]
(=10 (+10) (0.1 (01
CassMgzoZnas —1525 —1588 5.45 1.96
CagsMgioZitzs —1568 —1608 2.57 4.38
CagsMg12ZnasYbig —1305 —1345 324.9 0.19

samples. It can be interpreted as dissolution process of examined ma-
terials.

A study of polarization curves (Fig. 3) exhibits that the corrosion
potential (E,,,) decreased with lower content of Ca. The Ca-based alloy
such as CagpZnggMg;2Ybig (—1345mV) presented more positive cor-
rosion potential than CassMgopZnys (—1588 mV) and CagsMgigZnos
(— 1608 mV) glasses. The decreased value of E,, for Ca-Mg-Zn-Yb al-
loys could be also obtain by addition of Yb [11,17].

What is more, corrosion current density (jeorr) of Ca-based bulk
metallic glasses such as CassMgaoZnys, CaggMgaoZnge [1] and
CagsMg; oZn,s immersed in Ringer's solution shows decreased corrosion
rate with less amount of Ca and the increased content of Zn. The results
including the open-circuit potential (Eqcp), corrosion current density
(eorr), corrosion potential (Ec,r) and polarization resistance (R,) were
listed in Table 1.

The jeorr of CassMgaoZn,s and CagsMgieZn,s alloys examined in
Ringer's solution are 1.96mA/cm® and 4.38 mA/cm?® adequately.
However, the best value was obtained for CasaZnssMgi2Ybis glass
(0.19 mA/cm?). The value of polarization resistance changes from 5.45
and 257 Qem® for CassMgaoZigs and CagsMgioZias  alloys to
324.9 Qem? for CagyZnggMg,2Ybig glass, respectively.

The representative EIS spectra of CaggMggsgZngs, CagsMgoZnss and
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Fig. 4. Representative EIS spectra: Nyquist diagram (a), Bode modulus diagram (b) and Bode phase angle plot (c) for Cas;Mgi2Znss¥Ybys, CassMgzoZnys and CassMgioZngs alloys in

Ringer’s solution at 37 °C.
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Table 2

Estimated values of equivalent electric circuits of CassMgzeZngs, CagsMgioZngs and
CazpMg»ZnssYb, s metallic glasses in Ringer's solution (R, - solution resistance, R, -
charge transfer resistance, CPE - constant phase element, n - empirical exponent).

Sample Rs R CPE n
[Qem?] [Qem?] [mFem?]
(£0.1) (£01) (£0.1)
CassMgaoZnas 27.9 38.6 23 0.995
CagsMgy0Zngs 411 37.6 2.4 0.996
Ca, Mgy 2Zn35Ybys 2.3 11753 10.4 0.997

Cag,ZnzgMg;,Yb, g glasses in Ringer's solution for 1h immersion time
are shown in Fig. 4. It is observed from Nyquist plots (Fig. 4a) that the
diameter of the semicircle for Casz»ZnsgMg:12Yb1s sample is significantly
higher comparing to that of CassMg»0Zn,s and CagsMg;0Znys alloys. It
confirms the increase of the corrosion resistance of the alloy with Yb
addition [24].

In the Bode-modulus diagrams (Fig. 4b), the impedance of
CagyZnggMg;,Ybyg alloy is located in the range of 10° Qem? at low
frequencies. In the same frequency range, the impedance of
CagsMgaooZngs and CagsMgioZngs glasses decreased to the range of
10°Qem?. The Bode-phase angle increases to about —70° for
CagyZnzgMg;,Yb, g sample with the response of solution resistance in a
frequency of about 0.5 Hz (Fig. 4c). This result indicated a formation of
corrosion products on the sample surface with some passive behavior.

The EIS results were fitted obtaining an equivalent electric circuit,
where R, is ohmic resistance of the solution, CPE is constant phase
element and R, is charge transfer resistance. The equivalent circuit in-
cludes the presence of a layer of corrosion products upon the surface of

Journal of Non-Crystalline Solids 488 (2018) 69-78

14 — T T T " T T T T T T T
2 B experimental Ca Mg, Zn, |
— fitting |
104 R?=0.99 ]
&-E—‘ ]
s ]
- ]
~ 61 Ca_Mg,Zn,, -
T ]
4 4
2 CaszMguznsawa |

0 L e L e

0 20 40 60 80 100 120 140
t [min]

Fig. 5. Hydrogen evolution volume with the immersion time in Ringer's solution 37 °C.

the glass and a charge transfer process. The fitted results of electric
circuit components of tested glassy alloys are listed in Table 2.

Fig. 5 shows the influence of chemical composition of Ca-based
glasses on the hydrogen evolution volume as a function of time. The
immersion tests were conducted in Ringer's solution at 37 °C during
120 min. The provided experiments exhibited significantly less hy-
drogen evolution volumes for Cas,Zns;sMgi»Ybis amorphous alloy
(1.1 ml/em?) than for CassMga0Zngs and CassMgieZnzs alloys (5.0 ml/
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Fig. 6. XPS survey spectra for CazzMg12Znz5Ybys, CagsMgapZnys and CagsMg;oZnog glasses after corrosion test in Ringer's solution.
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em? and 11.3 ml/em?). The growing tendency of evolved hydrogen as a
function of immersion time was also observed for Ca-Mg-Zn glasses.

In Fig. 6 the survey spectra for three samples of CagsMgaoZnas,
CagsMgi10Zngs and CasaZnggMgioYbys glasses after corrosion test in
Ringer's solution are included. The spectra were recorded at the be-
ginning of measurements and represented the surface components. The
characteristic photoemission and Auger peaks corresponding to in-
dividual elements were denoted. All the characteristic peaks were de-
noted as Cls, Ols, Mgls, Ca2p, Zn2p and Yb4d. It may be noted, that
the dominated component on the surface is Ols probably related to the
various oxides. The presence of Nals line originates from Ringer's so-
lution.

The analysis of individual core level lines over ion etching by argon
beam are presented in Figs. 7, 8 and 9 for samples CaggMgooZnas,
CagsMg0Zngs and CagpZnggMgi,Ybyg, respectively. By analyzing the
Cl1s core level line two peaks can be observed (Figs. 7a, 8a and 9a). The
peak with the highest intensity is related to carbon accumulated on the
sample surface (BE = 284.8 eV). The low-intensity line at the higher
binding energy (BE = 289.4 eV) may originate from various carbonates,
on the surface states mostly to CaCOs. The carbonates peak is reduced
influence of argon beam.

Journal of Non-Crystalline Solids 488 (2018) 69-78

The oxygen line Ols (Figs. 7b, 8b and 9b) on the surface is mostly
dominated by Mg(OH), (BE = 530.9eV) overlapped with CaCOs
(BE = 531.3eV) (Fig. 8b). Over the argon etching process such line
becomes broader indicating the presence of at least two components
(Fig. 9b), which can be mostly related to overlapped MgO
(BE = 531.5eV, 532.2eV) and CaO (BE = 531.3 eV, 532.2 eV) states.

The calcium Ca2s (BE = 438.5 eV) line is typical for CaO (Figs. 7c
and 8c). For the Cazy;ZnsgMg,;,Yb,g alloy the analysis of the Ca2p
(Fig. 9¢) core level on the surface reveals the doublet line splitted via
spin - orbit (L-S) splitting into Ca2ps,, (BE = 346.6eV) and Ca2p;,,
(BE = 350.4eV) with AE = 3.8 eV, which is typical for CaCOs. Over ion
cleaning the splitting is gradually vanished and moved into higher BE
suggesting the presence of additional components like CaO.

The Mg2p line can be associated to the presence of Mg(OH),
(BE = 49.5eV) and MgO (BE = 50.2 eV) components (Figs. 7d and 8d).
The Mg2p core level line presented as one common spectra with Ca3s
(BE = 44.6 eV) significantly varies with the sputtering stage (Fig. 8d).
Initially, on the surface we can observe mostly Mg(OH), (BE = 49.7 eV)
component, whereas deeper layer are dominated by the MgO
(BE = 50.8 eV) component.

The Zn2p line is very narrow and it is composed of two lines Zn2p;,,
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Fig. 7. XPS narrow scan spectra of Cls (a), Ols (b), Ca2s (c), Mg2p (d), Zn2p (e) for CassMgzoZnos alloy after corrosion test in Ringer's solution.
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Fig. 8. XPS narrow scan spectra of Cls (a), Ols (b), Ca2s (c), Mg2p (d), Zn2p (e) for CagsMg;oZn,s alloy after corrosion test in Ringer's solution.

(BE = 1021.6eV) and Zn2p,,, (BE = 1044.8 eV) associated with ZnO
(Figs. 7e, 8e, 9e). Over argon beam the line is shifted into higher BE,
which may suggest the domination of ZnCl, (BE = 1023 eV, Fig. 9e).

The Yb4d doublet line (Fig. 9f) indicates LS splitting into two main
lines 4ds,2 (BE = 185.2eV) and 4ds,» (BE = 198.7 V) with L-S split-
ting of about AE = 13.5eV. Both surface states can be assigned as
Yb,03. However, there is visible additional structure at 193.2eV and
205.8 eV. Thus the presence of several components for Yb4d line is
typical for mixed — valence Yb®* /Yb®* ytterbium states suggesting the
mixture of metallic and oxides states.

The X-ray analysis (Fig. 10) of the corrosion products formed on the
surface of plates after 5h of immersion in Ringer's solution identified
the calcium hydroxide (Ca(OH),), the calcium carbonate (CaCOs) and
the calcium zinc hydroxide hydrate (Ca(Zn(OH)s)2. 2H20). Moreover,
the ytterbium hydroxide (Yb(OH);) was recognized for
CagoMg;2Zn3gYb; g alloy. It is possible to distinguish four main groups
of corrosion products, which may appear as oxides MO (M = Ca, Mg,
Zn), hydroxides M(OH), (M = Ca, Mg, Zn), carbonates MCO3; (M = Ca,
Mg, Zn) and calcium hydrate (Ca[Zn(OH)3]>2H,0) [1,14-17].

The influence of chemical composition of corrosive solutions on
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corrosion products examined by X-ray diffraction and XPS measure-
ments was presented in Table 3.

The surface morphology of CazsMgi2Zn3sYbig, CassMgooZn,s and
CaesMg10Znos glasses was observed after 1, 2 and 5h of immersion in
Ringer's solution (Fig. 11). The morphology of all tested samples in as-
grinded state was also included (Fig. 11A,B,C - 0 h). In general, we can
observed that the corrosion exhibited a pitting character. However,
after 1h of corrosion tests the pits developed slowly. The black areas,
which are visible on the surface of samples were probably associated
with the presence of oxides and hydroxides layer (Fig. 11A,B,C — 1 h).
The surface morphology of Caz;Mg;,Zn3gYb, g alloy after 1, 2 and 5h of
immersion is rather similar (Fig. 11A). The pits propagated faster with
the increase of time and they can be clearly observed for samples of
CassMgaoZngs and CassMgioZngs glasses (Fig. 10B,C). The surface
morphology and corresponding energy dispersive spectrum of
CagsMg12Zn35Yb; g alloy after polarization test are presented in Fig. 12.
The micrograph shows that corrosion layer was formed. The EDS pat-
tern confirmed the presence of alloying elements as Ca, Mg, Zn, Yb,
moreover, the sample surface contained oxygen and carbon.
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Fig. 9. XPS narrow scan spectra of Cls (a), Ols (b), Ca2p (c), Mg2p (d), Zn2p (e),

4. Discussion

The XRD results are similar to obtained by Morrison et al. [25] for
CagsMg;sZnyg alloy. Authors stated that a position and a width of the
broad diffraction peak depend on the alloy composition. Moreover, a
width of the halo peak is associated with distribution of nearest atomic
distances. The Ca-Mg-Zn bulk metallic glasses were also examined by
Cao et al. [2]. The XRD results obtained for the six Ca-based BMGs did
not show any significant differences in the halo peaks and no crystalline
reflections were reported. They reported the broad diffraction scat-
tering maxima around 33° and 58°, which confirmed the amorphous
nature of the tested samples.

The Eocp values can be compared with Egcp results reported by
Nowosielski et al. [1] for the CaggMgagZngg alloy immersed in Ringer's
solution and physiological fluid. The Egcp values after 1 h of immersion
were —1566mV and —1543mV, adequately. Obviously, the Eggp
value of CagaZnzgMgi2Ybig bulk metallic glass is better than the Eqgp of
Cags — xMg10+xZnps5 (x = 0,10) alloys. It achieved a value of —1305 mV
after 3600 s.

The in Hank's solution for

Eocp measurements
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Yb4d (f) for Caz;Mg;,ZnssYb, g alloy after corresion test in Ringer's solution.

CazoMg20Zn20Sr20Yboo alloy were conducted by Li et al. [11]. The open
circuit potential was recorded during 3000s. Based on the obtained
results authors reported a slowly shift from —1400mV up to
—1267 mV during 50 min of measurements. They also assumed that a
protective film was probably formed on the surface of studied alloy.

The corrosion parameters of CagsMg;sZny metallic glass after the
cyclic-anodic-polarization tests in 0.05M Na,SO, electrolyte were
presented by Morrison et al. [25]. The corrosion potential is similar to
value obtained for studied glasses. It is equal to —1535mV. The ref.
[26] presented results of corrosion investigations of CagoMgisZnss alloy
immersed in Ringer's solution. In this work the Ecor achieved a value of
—1514mV and corrosion current density (joo) Was equal 1062 pA/
em?, A lower corrosion potential values were reported in [2] for the six
Ca-based alloys. They varied from —1440 to —1390mV.

The EIS spectroscopy is useful technique for obtaining the in-
formation about the reactions and properties of passive films, which
occur on the interface of electrolyte and oxide film. This is significance
to understand how the biomaterials corrode in the physiological en-
vironments. The investigations of corrosion mechanisms are conducted
for Mg-based alloys [27-29], but it is difficult to find any information of
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Fig. 10. XRD patterns with the corrosion products of Caz;Mg12ZnzgYbyg, CassMgzoZnss
and CaesMgi10Z1125 samples after 5 h of immersion in Ringer's solution.

Table 3
Corrosion products formed on the surface of selected glassy alloys after immersion in
different corrosive environments.

Sample Corrosive

environment

Corrosion products

MgessZnszCas [14] SBF solution Zn0, ZnCO3,
Zn3(PO4)2

CagpMgaoZngg fluid [1] Ringer's solution Ca0, MgO, ZnO, Mg
(OH)2,

CaCOg, ZnCO3
Ca(OH),, CaCOy
(Ca[Zn(OH)5]>H,0)
Zn0, Ca(OH), Mg
(OH),

Zn(OH),, CaCOg,
MgCOs

ZnCOj3, Ca[Zn
(OH)3]2H-0
Ca(OH)s, Ca[Zn
(OH)3]2H,0
CaszZn

CassMgzoZngs, CagsMgioZnes
CazoMgi2Zn3sYbis
CagsMgrsZnyo [15]

Ringer's solution

Hank's solution

CagsMgisZngp [16] Distilled water

corrosion behavior of Ca-based alloys.

The electrochemical investigations of AZ91 and AZ31 alloys in PBS
solution at 37 °C were carried out by Fekry and Tammam [30]. On the
basis of the EIS results there was concluded that AZ91E has a higher
corrosion resistance than AZ31E alloy. This result was also confirmed
by the polarization tests. The Mg-based alloys Mgl.34Ca3Zn,
Mg1.34Ca3Zn0.2Sr and Mg2Sr were examined to know the electro-
chemical behavior using the EIS test [31]. After 6 days of immersion in
bio-environment (which was the cell culture medium), the Nyquist
plots of studied alloys have similar shapes, but diameter of the capa-
citive and inductive loops are different for these alloys. The authors
concluded that Mgl.34Ca3Zn alloy has shown a better corrosion
properties in comparison to other alloys.

The higher impedance values of Caz2ZnsgMg12Ybs g alloy is probably
because of the formation of a resistive layer of corrosion products. The
layer on exposed sample surface consisted an effective barrier against
corrosive solution ingress during EIS tests [32].

Most of Ca-based alloys exhibit higher volumes of hydrogen evo-
lution (~13-50 ml/cm?) [2,11,15] than pure Mg (~3-7 ml/cm?) [2,17]
or alloys with high Zn amount. It can be noted that Mg and Ca alloys
with low hydrogen evolution volume should reveal high Zn content
(30-38 at.%) [2,14,17] or addition other metals such as Sr and Yb
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[11,171.

The measured volumes of Hy for CagsMgagZngs and CagsMgigZngs
alloys extended the non-toxic amount hydrogen, which must be at low
level than (~1ml/h) [33]. However, this condition is fulfilled by
CagpZnsgMg;,Ybg metallic glass, which exhibited the H, volume of
1.1 ml/cm? after 1 h of immersion in Ringer's solution. In literature, the
lowest volumes of hydrogen evolution were reported for MggoZnssCas
glass tested in SBF (Simulated Body Fluid) solution [14], and for
CagoMga0Zn,0S120Yb,o sample examined in Hank's solution [11].

The identified corrosion products are similar to ones reported in
works [1,26] for CasoMgisZnas and CasoMgaoZnzo amorphous alloys
after corrosion tests. The corrosion studies of both metallic glasses were
conducted in Ringer's solution. Based on the XPS and EDS (Energy-
dispersive X-ray Spectroscopy) results, Nowosielski et al. [1] reported
that the post-corrosive surface of CagoMgooZnag glass is mostly covered
by Mg(OH),, Ca(OH), and CaO, MgO oxides. The presence of zinc can
be related to zinc oxide. They also stated that ZnO did not have a
protective ability. The corrosion products were also studied in the work
[12]. After immersion tests in 3.5% NaCl solution the surface of
CasoMg20CuzsZns glassy plate consisted mainly of CaO, MgO and Mg
(OH), components. The surface of studied alloy is also coated by ZnO
and CuO compounds without protection.

Electrochemical behavior of CagsMg;5Zn50, CassMgigZn;;CuUye and
CagoMgaoCug, alloys was also examined by Morrison et al. [25]. The
authors revealed that the Ca-based amorphous alloys showed cracked
surface layers. Moreover, a pitting process in the Ca-Mg-Zn alloy is
initiated at small particles within the amorphous matrix.

Lietal. [11] examined the CagpMgaoZnggSrapYbaog alloy after 72 h of
immersion in Hank's solution. The authors stated that the surface of
sample after corrosion tests is not corroded and it is still whole. The EDS
results showed the presence of oxygen, phosphorus, carbon, calcium,
magnesium and strontium on the sample surface.

The formation of oxygen (Fig. 12) probably suggests that oxides and
hydroxides can be formed on the surface of studied Caz>Mg12Zn3gYbig
glass. Moreover, carbon concentration can be related to formation of
calcium carbonates. It can be finally concluded that ytterbium is a
positive addition in case of an improvement of the corrosion resistance
of Ca-based bulk metallic glasses.

5. Conclusions

The selected Ca-based glassy alloys were tested in Ringer's solution
in case to determine their potential application as resorbable bioma-
terials. The electrochemical measurements indicated that corrosion
potential decreases with lower content of Ca for studied alloys. The
Caz,Zn3gMgi,Yb,g sample (— 1345 mV) presents more positive corro-
sion potential then CagsMgsoZnos (—1588mV) and CagsMgioZnas
(—1608 mV) bulk metallic glasses. The corrosion current density of
tested Ca-based glasses immersed in Ringer's solution shows decreased
corrosion rate with less amount of Ca. The growing tendency of evolved
hydrogen as a function of immersion time was observed for ternary
glasses. The hydrogen volumes for CassMgypZnys and CagsMg)pZngs
alloys extended the non-toxic amount of hydrogen, which must be low
than 1ml/h. This condition is passed by Cas;Zns;gMg,;,Yb,s metallic
glass, which exhibited the H, volume at level of 1.1 ml/cm? after 2h of
immersion test. The EDS and XPS results indicated that the post-cor-
rosive surface is mostly covered by oxides and hydroxides. Different
carbonates adsorbed on the sample surface can be also detected.
Additionally, the presence of zinc can be related to zinc oxide. The X-
ray analysis confirmed a formation of calcium and ytterbium hydro-
xides, calcium zinc hydroxide hydrates and calcium carbonates. The
highest impedance of CazpZnggMg;,Yb,g alloy is caused by a resistive
layer of corrosion products.
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5h

Fig. 12. SEM micrograph (a) and EDS surface analysis (b) of Caz;Mg;,Zn;5Yb; g alloys after electrochemical tests in Ringer's solution at 37 °C.
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A new class of CaZn-based bulk glassy alloys with minor addition of boron and enhanced corrosion
resistance for use in bioresorbable materials is introduced. The CaMgZnYbB alloys represent a new family
of biomaterials with potential applications in orthopedic implants with controlled degradation rates and
corrosion in the human body. The effect of substituting Yb for B in the structure on the corrosion and
mechanical properties of quinternary Cas;Mg;2Zn3gYbygxByx (x = 1,2,3 at.%) alloys was investigated using
X-ray diffraction, high-resolution transmission electron microscopy, differential scanning calorimetry,
immersion and electrochemical polarization, compressive tests, and hardness measurements. The
corrosion behavior was also evaluated using electrochemical impedance spectroscopy and X-ray
photoelectron spectroscopy. Microstructural investigations showed that the Ca3zMgi12Zn3gYbisB2 alloy
was mainly amorphous, while small reflections from nanocrystals were observed in CazzMg12Zn3gYb;7B;
and Ca3;Mgq2Zn3gYbysB3. Electrochemical polarization and immersion tests in Ringer's solution at 37 °C
revealed that the CaMgZnYbB alloys had significantly higher corrosion resistance than CaMgZn alloys.
Electrochemical impedance spectroscopy of alloys showed only single capacitive loops. The corrosion
products were identified as Ca0, MgO, Mg(OH),, and CaCO3. The compressive strengths of the alloys from
220 MPa to 283 MPa were suitable for implant applications.

© 2019 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Ca, Mg, Zn, and Sr-based bulk metallic glasses (BMGs) can be
used as biodegradable metal implants, coronary stents, and bone
graft substitutes [1—3]. The addition of Sr to Mg-based BMGs im-
proves their cytocompatibility, reduces the hydrogen evolution
volume, increases their glass-forming ability, and allows their
corrosion resistance to be controlled and enhanced [4]. Mg and Ca-
based alloys show low hydrogen evolution which is caused by the
high Zn content (from 30 to 38 at.%) or the addition of other ele-
ments, such as Sr and Yb [3—5]. BMGs containing Sr or Yb include
the following alloys: MgZnCaSr [4], SrMgZnCu and SrLiMgZn [6,7],
SrLiMgZnCaYb [7,8], SrMgZnYbCu [6,7,9], SrMgZnCaYbCu [7,8],
CaZnMgYb [1,3], and CaMgZnSrYb [2,7,8].

Strontium demonstrates attractive properties, such as a low
Young's modulus and chemical reactivity [6] and can also help
prevent osteoporosis. Moreover, the corrosion rate of Sr-based

* Corresponding author.
E-mail address: rafal.babilas@polsl.pl (R. Babilas).
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BMGs can be controlled [7]. Therefore, the role of other chemical
components such as boron should be examined to increase the
corrosion resistance and bone formation of these alloys. The addi-
tion of boron into amorphous Fe—Cr alloys reduced the corrosion
rate in 3% NaCl solution [10], and the addition of a small amount of
boron (0.002—0.006 wt%) increased the corrosion resistance in
Al—Cu alloys [11]. The pitting potential of Ti—6Al—4V alloys
decreased when B was added, and the best results were achieved
for an alloy with 0.01 wt% B, in which pitting did not occur [12].

Small amounts of boron are needed for human health [13] since
it participates in many biological processes, including the cellular
response to cytokines and hormones which are responsible for
bone growth. Current research has shown that boron is a bioactive
element that can affect the trabecular microarchitecture and in-
crease cortical bone strength [14]. There is promising evidence that
boron affects trabecular and alveolar bone growth and keeps them
in good condition [15].

Boron changes the reaction of osteoblasts at the molecular level
and also strengthens bones helps treat arthritis. For example,
supplements containing calcium fructoborate have been shown to
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reduce the extent of inflammatory stress biomarkers in knee
osteoarthritis [ 16]. It has been reported that treating arthritis with a
daily dose of 6 mg of boron in the form of calcium fructoborate can
reduce pain and swelling [17—19]. Other evidence exists that boron
has anticancer properties, showing that it can slow the progression
of prostate, cervical, and lung cancers [16]. Boron is essential for
bodily metabolism and bone growth factors such as the incorpo-
ration and utilization of calcium, magnesium, vitamin D, estrogen,
and potentially testosterone [19]. The addition of B to bioactive
glasses enhances bone growth by influencing angiogenesis, which
significantly affects bone regeneration, which has been shown in
cell culture research [20].

The observable corrosion rate of existing Ca-based alloys limits
their use as medical implants. Since the corrosion activity may be
controlled by the introduction of alloying elements, in this study,
boron was added to Ca—Mg—Zn-Yb alloys. The effect of B on the
glass-forming ability, structure, corrosion behavior, and mechanical
properties of the resulting alloys were studied, and the in vitro
degradation process in Ringer's solution at 37°C was also
discussed.

2. Materials and methods

Studies were performed on Ca3aMg12Zn38Ybg-xBx
(x=1,2,3 at.%) bulk metallic glasses in the form of plates. Master
alloys were produced by the induction melting of pure elements
(99.9%), and plates with lengths and widths of 10mm and a
thickness of 1 mm were fabricated by copper mold casting [21-23].

The structure of as-cast samples was checked by X-ray diffrac-
tion (XRD), high-resolution transmission electron microscopy
(HRTEM), and selected area electron diffraction (SAED). The XRD
patterns were collected in the reflection mode using the diffrac-
tometer with a conventional Co K= radiation source. HRTEM sam-
ples were prepared by gallium ion milling, and HRTEM images and
SAED patterns were collected using S/TEM TITAN 80—300 FEIL

Quantitative analysis of the chemical composition of as-cast
samples was carried out using the wavelength dispersion spec-
troscopy (WDS) using the standards of all studied elements except
for boron and oxygen, for which the standards were LaBg and Al;03,
respectively.

Differential scanning calorimetry (DSC) was performed on
NETSCH Jupiter STA 449 F3 at 20 K/min heating rate under a pro-
tective helium atmosphere to determine the glass-transition tem-
perature (Tg) and crystallization behavior of the bulk glassy
samples.

The biocorrosion activity of the alloys was studied by hydrogen
evolution and electrochemical polarization tests in Ringer's solu-
tion (8.6 g/dm? NaCl, 0.3 g/dm? KCI, and 0.48 g/dm? CaCl, - 6H;0)
obtained from Baxter. Hydrogen evolution tests were performed at
37 °C as a function of time using the experimental set up described
in Ref. [24]. The measurement data of H; evolution as a function of
time was fitted with a polynomial function.

Electrochemical measurements were conducted with Autolab
302 N workstation using a three-electrode cell with a sample as the
working electrode, a saturated calomel electrode (SCE) as the
reference electrode, and a platinum rod as the counter electrode.
The corrosion resistance was evaluated by recording the variation
in the open-circuit potential (Eqcp) for 3600s for each sample.
Potentiodynamic curves were recorded in the potential range from
Eocp - 250 mV to Egcp + 250 mV. The corrosion potential (Ecorr) and
corrosion current density (jeorr) Were also determined by the Tafel
extrapolation method [25].

In addition, electrochemical impedance spectroscopy (EIS) was
conducted at open-circuit potentials with a perturbing signal of
5mV over the frequency range 10° - 1072 Hz.

After corrosion, X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) mea-
surements were carried out using PHI 5700/660 Physical Elec-
tronics apparatus. An ultra-high vacuum (107'°Torr) and
monochromatic Al Ko X-ray source (1486.6eV) were used, and
samples were kept under vacuum (10~° Torr) for 12 h. The survey
spectra were collected with a pass energy of 187.85 eV. Recorded
spectra were analyzed with MultiPak 9.2 software using the Cls
peak as a reference line. All collected core-level line XPS spectra
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Fig. 1. XRD patterns (a), DSC traces (b), and compressive curves (c) of Ca;Mg2Z-
n3gYbig«Bx (X = 1,2,3) samples in the as-cast state.
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were measured with a standard resolution limit of 0.1 eV.
Static compression and hardness tests were performed on the
- ; : analyzed samples to further evaluate the mechanical properties.
/ /‘/;/_é.%:’.a;&i' N 7 For non-standard compression tests, as-cast samples were formed
/ : : SRpsE into plates with a thickness of 1 mm and a height and length of
(\(C = S Vo> LR 3 mm. They were then tested using ZWICK type 100 testing ma-
\ \ A R : R chine at room temperature. Hardness tests of samples in the as-cast
— state were performed using Future Tech FM-700 Vickers hardness
tester with a 100 g load.

3. Results

Fig. 1a presents the X-ray diffraction patterns of Ca3;MgioZ-
n3gYbyg-xBx (X = 1,2,3) plates in the as-cast state. The XRD pattern
for CazoMgi2Zn35Yby6B2 exhibits a broad diffraction peak which is
typical for amorphous materials. However, the patterns of the
Ca3zpMgi2Zn3gYby7B1 and CaizaMgi2ZnsgYbysBs alloys show the
presence of crystalline peaks on the broad diffraction halos, and the
diffraction lines indicate a mixture of amorphous and crystalline
phases. The crystalline peaks in the patterns were identified as
CaZny and MgZn phases, and more crystalline peaks were detected
in the Ca3;Mgi2Zn3gYby7B1 sample. Furthermore, the XRD patterns
show that B microalloying can increase the glass-forming ability in
the studied systems since a halo without crystalline peaks was
observed in the alloy formulated with 2 at.% B. Based on these re-
sults, the Ca3aMgi2Zn3gYby6B; alloy can be successfully prepared as
a glassy plate with a thickness of 1 mm.

Fig. 1b shows the corresponding DSC curves of Ca3;Mgi2Z-
n3gYbgxBx (x = 1,2,3) samples in the as-cast state. The first crys-
tallization temperature (Tx) of Ca3sMgi2Zn3gYbigB2 was higher
than those of other alloys. The Ty temperatures were 420, 422, and
419K for CazaMg2Zn3gYbgxBx (x=1,2,3) samples, respectively.
The glass-transition temperatures (Ty) were also estimated to be
394, 395, and 398 K, while the supercooled liquid region ATy (Tx -
Tg) were approximately 26, 27, and 21 K. The evaluated Ty and Ty for
Ca3zpMgi2Zn33YbigxBx (x = 1,2,3) alloys were similar to the results
presented by Jiao et al. [3] for a CazaMg;2Zn3gYbyg alloy.

The HRTEM images of Ca3;Mgi2Zn3gYbyeB; did not contain any
visible nanocrystals, and the SAED pattern was a typical electron
diffraction pattern of an amorphous structure with diffuse diffrac-
tion rings (Fig. 2b). However, small reflections due to the nano-
crystalline  phase  (CaZn;) were observed for the
e (i) 3 Ca3pMgi2Zn33Yb;5B3 alloy (Fig. 2c). Fig. 2a shows the HRTEM image
RENZ(033) : 33 and corresponding electron diffraction pattern for Cas;Mgi2Z-
Cazn2 (211) o St n3gYby7By. The halo ring in the diffraction pattern with sharp
: 4 diffraction reflections is related to the presence of an amorphous
phase containing some crystallites, whose size and morphology can
be observed in the corresponding HRTEM image. The reflections
from the crystalline phases correspond with the d-spacing of the
CaZny and MgZn phases, which is consistent with the XRD results.

The WDS method can be used to quantify elements present

Table 1
Results of WDS chemical composition analysis (at.%) of Ca3;;Mg;,Zn33YbygB; alloy
after correction calculations.

no. B Mg Ca Yb Zn
1 23 114 31.7 16.0 38.7
2 20 114 31.5 16.3 388
3 21 113 319 16.3 385
4 23 11.3 31.8 16.1 385
5 23 1.1 319 16.0 38.7
Minimum 20 11l 315 16.0 385
Maximum 23 114 319 16.3 388
Fig. 2. SAED patterns and HRTEM micrographs of Cas;Mg3ZnssYbis.xBy alloys, x=1 Average 22 11.3 318 16.1 38.6
(a), x=2(b), and x=3 (c) in the as-cast state. Sigma 0.1 0.1 0.2 0.2 0.2
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below 1wt% (from 0.1 to 0.01 wt. percent) [26,27]. From the
quantitative WDS point analysis, it can be concluded that the
composition of the Caz;Mg12Zn3gYbyB; alloy was very close to its
nominal composition, with an average boron content of 0.3 wt.%
and 2.2 at.%. The chemical analysis of each element in the studied
alloys is listed in Table 1.

A corrosion study was conducted by varying of the open-circuit

potential with time in Ringer's solution at 37 °C for 3600 s (Fig. 3a).
The open-circuit potential (Egcp) for each sample was better
(moved in the positive direction) than the —1.553 V determined for
a ternary Ca-based (CaggMgi5Znys) glassy alloy [28]. The Eqcp was
estimated to be —1.312, —1.308, and 1.258 V for CazzMgi2Zn3gYbis-
xBx (x=1,2,3) alloys, respectively. The evaluated Eqcp was similar to
the value of —1.305 V obtained for the CazyMgi2Zn3gYbsg alloy [1].

Fig. 3b shows the potentiodynamic polarization curves of the
samples examined in Ringer's solution at 37 °C. The corrosion po-
tential was different in each sample and shifted towards positive

A ! ! ' ' Ri y . ! uti ' values as the amount of B increased, and the best value was ob-
1454 a) inger's solution i tained for the alloy with 2 at.% boron. The results including the
open-circuit potential (Egcp), corrosion current density (jcorr),
1.20 Ca Mg, Zn Yb B, i} 'corrosion potentia'l (Ecorr), and polarization resistance (Rp) are listed
= in Table 2. The estimated E¢qoy values (—1.313 and —1.335V) of two
3 4.25- . Caz;Mg12Zn3gYbigxBx (x = 2,3) samples were similar to our previ-
@ ous work (Caz;MgiaZnsgYbyg alloy, —1.345V) [1], as well as a
2 4304 literature example of Ca3z;Mgi2Zn3gYbqg alloy (—1.329V) [3]. The
2 Jeorr Value reported in the literature for Ca3aMgi2Zn3gYbyg alloy
§.1_35_ (190 pA/cm?) [1] is quite similar to our results (356.2, 128.9,
w \ 174.7 uA/cmZ) obtained for Caz;Mg12Zn3gYbis.xBx (x = 1,2,3) alloys.
-1.40 Ca,Mg,Zn Yb, B, The possible reason for the different jeorr values for the
Ca,Mg,Zn Yb B, Caz;Mgi2Zn3gYbis alloy is that the literature results were obtained
-1.45- E during immersion in Hank's solution [3], while our previous work
used Ringer's solution [1]. Another possibility is that the samples
-1.50 T T T T T T T were too active, and using potentiodynamic measurements to
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 determine jcorr was difficult.
tls] Fig. 3c shows the influence of the chemical composition of
Caz;Mg12Zn3gYbis-xBx (x = 1,2,3) alloys on the hydrogen evolution
0.01 + b) volume in Ringer's solution at 37 °C over the course of 720 h by
measuring the evolved hydrogen every 24 h. The H, volume after
30 days was estimated as 0.7, 1.5, and 0.9 ml/cmz. respectively for
1E-3 4 CazaMgi2Zn3gYbsxBx (x = 1,2,3) alloys. All alloys exhibited signif-
- icantly less hydrogen evolution volumes than the Ca—Mg—Zn alloy
E 1E-4 + [22]. The hydrogen evolution volumes of the alloys were in the
S following order: Ca3;Mg2Zn3gYbi7B;,  CazaMgi2ZnsgYbsBs,
oy Ca3pMg 2Zn33YbsBo. However, the rate of H evolution was higher
D 1E54 in the Ca3z;Mgi2Zn3sYbsB3 alloy and was similar to the Hj rate
= Ca Mg, 2Zn,Yb B, obtained for Ca3ZnigMgpaYbis (1.1mljem?) after 120 min in
Ringer's solution [1].
1E-6 4 The representative EIS spectra of Ca3xMgi2Zn3gYbig-xBx
Ca,Mg, 2Zn_Yb B, (x=1,2,3) alloys in Ringer's solution for 1 h are presented in Fig. 4.
Ca Mg, Zn,Yb B, It is noticed from the Nyquist plots (Fig. 4a) that the diameter of the
1E'71 s 1'5 1'4 1'3 1‘2 14 semicircles of CazzMgi2Zn3gYb7B; and CazyMgi2Zn3gYbigBa were
o o i T - o larger than that of Casz;Mg;2Zn3gYbisBs. Based on the Bode-
E [V vs. SCE] modulus diagrams (Fig. 4b), the highest impedance was obtained
i_ C) g ¢ v ' . 'expedr;nmal ] in C3232Mg122n33Ybl7B| and was located in the range of 6 x 10°
3] = . fitting Qcm a_t low frequencies. Thg Ca3pMgi2Zn38Yby5B3 g3lasse52had the
lowest impedance value, which decreased to 3 x 10° Qcm~. In the
: Bode-phase angle plots (Fig. 4c), an increase in the angle to
o 1 about —55° was observed in all studied samples in response to the
g 4] 1 solution resistance with a frequency of about 0.25 Hz. These results
z 3 - . Ga Mg, Zn,Yb B, ; may indicate the formation of corrosion products associated with a
=24 4 B oo s passivation layer composed primarily of oxides and hydroxides. The
3 ; B Ty et Rl by low-frequency angle was due to the resistive behavior created by
4 canMg| ﬂYbﬂB| 3
;: . e ® . ] Table 2
12— L — LN n FELL E Resu!ts of polarization (ests ofCa;zMg,zZnqulg_xB,ﬁ (x= ]‘2'3). samples in Rlinggr's
0 L - . solution (Eocp - open-circuit potential, Ecorr - corrosion potential, Ry - polarization

T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800

resistance, jeorr - COrrosion current density).

t[h] Sample Eoce [V] Ecorr [V) Ry [Qcm?] Jeorr [UA/cm?]
Fig. 3. Variation of the open-circuit potential (a), polarization curves (b), and hydrogen x=1 —1:312£003 =1410+£0.03 543.£0.05 356205
evolution volume with time (c) for CazzMg12Zn3sYbs-«Byx (x = 1,2,3) alloys in Ringer's X2 =<1:308:+003 =1313:+003 02670 1289202
2t . x=3 -1.258 £0.03 -1.335+0.03 4978 +0.5 174703

solution at 37°C.
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Fig. 4. Representative EIS spectra: Nyquist plot (a), Bode modulus diagram (b), and
Bode phase angle diagram (c) for Caz;Mgi2Z2n35Yb1s.xBx (X =1,2,3) alloys in Ringer's
solution at 37°C.

the corrosion process [29].

An equivalent electric circuit was obtained after fitting the EIS
spectra which provided information about the formation of a layer
of corrosion products upon the surface of the sample and the
charge transfer process. The fitted results of the electric circuit
components of the studied alloys are summarized in Table 3.
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Table 3

Estimated values of equivalent electric circuits of CazzMg12Zn3sYbis.xBx (X = 1,2,3)
samples in Ringer’s solution (R; - solution resistance, R, - charge transfer resistance,
CPE - constant phase element, n - empirical exponent).

Sample R [Qcm?] (£0.1) R, [kQcm?] (£0.1)  CPE [mFem?] (£0.1) n

x=1 300 7.8 1.5 0.995
X=2 246 82 19 0.995
x=3 19.7 36 1.0 0.994

Fig. 5a shows the survey spectra of the three Ca3;Mgi2Zn3gYbig.-
xBx (x=1,2,3) alloys after corrosion tests in Ringer's solution at
37 °C. The spectra were recorded at the beginning of measurements
and represent the elemental composition on the surface. The
characteristic photoemission (Cls, O1s, Mgls, Ca2p, Zn2p, Yb4d)
and Auger peaks (O KLL, C KLL, Zn LMM, Mg KLL) corresponding to
individual elements are highlighted. The dominant O1s component
on the surface (around 40%) is likely related to the presence of
various oxides. The atomic concentration of other elements is
relatively low (<10%), but they are likely covered by the contami-
nants on the surface.

The analysis of individual core level lines using DP-XPS of
Ca3oMgi2Zn3gYbiBy (Fig. 5b—g) revealed some interesting fea-
tures. First, the surface is dominated by carbon contamination, and
the C1s line is composed of two peaks (Fig. 5b). The highest peak
corresponds to surface C (Binding Energy, BE =284.8 eV), which
decreases during ion etching. In contrast, the lower-intensity peak
(BE = 289.7 +292.1 eV) may originate from various carbonates on
the surface, mostly in the form of CaCOs.

The oxygen line O1s (Fig. 5¢) on the surface is likely due to
Nay(CO)3 (BE =531.7eV) overlapped with CaCO; (BE =531.3eV).
The presence of sodium is confirmed by a small Nals peak
(BE = 1071 eV) visible in the surface survey spectra and comes
from Ringer’'s solution. During the argon etching process, the O1s
line becomes broader and leads to the appearance of at least two
peaks. After the first steps of etching, the second peak
(BE = 533.6eV) dominates the spectrum, which may originate
from Ca(NOs),. After further Ar™ bombardment, the first peak
(BE = 531.1 eV) becomes the dominant one and is mostly related to
the overlap of MgO (BE=5315eV, 532.2eV) and CaO
(BE=531.3eV, 532.2eV).

The calcium Ca2p line is typical for CaO (Fig. 5d) and shows spin-
orbit splitting (L-S) into Ca2ps; (BE = 3473eV) and Ca2p;p
(BE = 350.9eV) with AE = 3.6eV. During DP-XPS, the Ca2p line
shifted slightly to a higher BE, suggesting the presence of additional
components with BE typical for Ca(NO3); states.

The intensity of the Mg2p line is rather low even after ion
cleaning. On the surface, it can be related to the presence of
Mg(OH); (BE = 49.8eV) (Fig. 5e), whereas after cleaning it was
instead dominated by MgO (BE = 51.5eV) states. The Mg2p core
level line is shown together with the Ca3s (BE = 44.8eV) states.

The Zn2p line was very narrow and was composed of two lines,
Zn2ps3;; (BE = 1022.1eV) and Zn2p;2 (BE = 1045.3eV), with
AE = 23.2eV probably due to the presence of ZnCl; on the surface
(Fig. 5f). During argon beam etching, the Zn2p line shifted slightly
to a higher BE which may suggest that ZnO states dominate the
sub-surface composition. Additionally, further sputtering leads to
the appearance of each of the Zn2p lines splitting into two visible
peaks, and those with lower BE are typical of pure Zn states.

The Yb4d doublet line (Fig. 5g) revealed LS splitting into two
main lines, 4ds; (BE = 186.7 eV) and 4d3); (BE = 200.5 eV), with L-
S splitting of about AE = 13.8 eV. Both surface states are associated
with Yb,03, but there are additional structures present at 193.1 eV
and 206.6 eV. The complex Yb4d ytterbium structure is typical for
mixed-valence Yb>*/Yb?" ytterbium states. Here, such a structure
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is present both on the surface, and also after the surface layers are
removed. Moreover, during Art bombardment, an additional peak
around 19.1 eV was noticed, which may be assigned to the Bls
states.

The hardness test results conducted for CazzMgi2Zn35Ybis-xBx
(x=1,2,3) alloys are listed in Table 4. The obtained values (699, 775,
and 830 MPa) are similar to the hardness of human bone, but are
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Table 5
The possible atomic pairs with calculated mixing (4H{j™) and amorphization (JH;.
M) enthalpy values,
Atomic pair AHOP (K] fmol | AHF™ [K)fmol]
Ca-B -18.7 -24.7
Mg—B 1.9 -37
Zn-B 94 42
Yb-B —525 -58.4

higher than expected for a bone/implant interface [30—32], which
have shown hardness values of 125.6 +40.8 and 120.1 +43.7 MPa
[30]. However, when measured in different directions, a hardness
of 811 + 155 MPa was obtained for cortical bone in the longitudinal
direction and 647 + 60 MPa in the transverse direction. The hard-
ness of trabecular bone measured in the longitudinal direction
reached 528 + 95 MPa, as well as 410 + 63 MPa in the transverse
direction [31].

The typical compressive stress-strain curves of CaixMg2Z-
n3gYbigxBx (x=123) alloys are presented in Fig. 1c. The
compressive strength of studied alloys is comparable with
CagsMgi5Zny alloy, cortical femur bone, bovine cortical bone, and
with statistic models of cortical bone in children and adults
[32—35]. The effects of tensile and compressive strength mea-
surements of cortical femur bone showed values of
141.6 MPa + 15.91 in males and 118 + 18.99 MPa in females, which
can change with age [33]. The ultimate compressive strength of the
cortical bone was 56—180 MPa in children and 130-230 MPa in
adults [35]. The compressive strength of bovine cortical bone
measured under different loading rates from 2 to 2000 mm/s
returned values from 250 to 400 MPa [34].

4. Discussion

As the authors reported previously in Refs. [1,22,23] the for-
mation of corrosion products without protective properties on the
surface of Ca—Mg—Zn glassy alloys immersed in Ringer's solution
was observed. However, when ytterbium was added, the corrosion
resistance of reactive Ca—Mg—2Zn bulk metallic glasses was
increased. The XRD studies confirmed the formation of ytterbium
oxides and hydroxides. The high impedance of CazzZnagMgaYbig
was caused by the formation of corrosion products on the sample
surface, which displayed some passive behavior.

On the other hand, glass-forming metalloids such as boron and
silicon can be added into calcium and magnesium alloys to change
the physicochemical properties. Naka et al. [10] reported that the
difference in the corrosion resistance of glassy alloys containing
metalloids could be interpreted in terms of the formation of pro-
tective surface film. They stated that the corrosion resistance
increased in the order of Fe—Cr amorphous alloys containing sili-
con, boron, carbon, and phosphorus in 0.1 N H2S04 and in 3% NaCl
solutions.

Additionally, to describe influence of boron addition on the
corrosion behavior of Ca—Mg—Zn-Yb alloy mixing (4HJ'™) and
amorphization (4H{""'?) enthalpies were calculated based on
Miedema's model using Miedema's calculator (Table 5) [36-39].
The formation of an amorphous structure is preferred for atomic
pairs with negative values of AHH""‘ and 4H{™P [40,41]. Moreover,
based on the analysis of these parameters it is possible to

Table 4
Mechanical properties of CaszMg2Zn35YbsxBx (x = 1,2,3) samples in the as-cast
state.

Sample Rm [MPa] HV MPa

x=1 2636 2094 699 =12
x=2 283:8 234+6 77520
x=3 2205 249+2 8307
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determine the local environment of the atoms, which show that Ca
and Yb atoms are surrounded by B. Therefore, the improvement in
the corrosion resistance of Ca—Mg—Zn-Yb alloy by the addition of B
is related to the formation of a new structure, in which Yb—B and
Ca—B pairs are formed. It is difficult for reactions to occur between
the chloride ions in Ringer's solution and atoms of Yb or Ca sur-
rounded by B. Therefore, a lower corrosion rate in CajaMgq2Z-
n3gYbyg can be obtained with B addition.

5. Conclusions

The effect of boron addition on the corrosion resistance of
CazzMg2Zn3sYbis«Bx (x=1,2,3at%) alloys was investigated by
immersion and electrochemical tests, The alloys exhibited
improved corrosion potential and reduced current densities in
Ringer's solution compared with ternary Ca—Mg—Zn alloys. Elec-
trochemical measurements indicated that the corrosion potential
decreased as the B content increased in the studied alloys, while the
corrosion current density of the tested Ca-based alloys showed a
decreasing tendency. The amount of evolved hydrogen as a function
of immersion time was also measured, and the results showed that
Ca3Mgi2Zn3gYbizBy,  CaspMgi2ZnssYbiBz, and  CazMginZ-
n3gYbysB3 alloys each evolved non-toxic volumes of hydrogen,
(<1 ml/h). The polarization studies agreed with the impedance
data. The corrosion products were identified as CaO, MgO,
Mg(OH)z, and CaCOs. The surface states were associated with Yb;03
dominated by Zn0O. The compressive strengths of the alloys ranged
from 220 MPa to 283 MPa, which are suitable for implant applica-
tions and are at least three times higher than the compressive
strength of pure Ca.
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New resorbable CasyMgi2Zn3gYb1g-2xBxAuy (x = 1,2) alloys were designed and prepared in order to verify
their use for medical applications as potential short-term implants. Their amorphous structure contain-
ing some crystalline phases (CaZn, CaZn2 and MgZn) was determined by X-ray and neutron diffraction
and electron microscopy methods. The biocorrosion behavior of the plates was tested by hydrogen evo-
lution measurements, immersion, electrochemical polarization tests, and electrochemical impedance
spectroscopy in Ringer's solution at 37 °C. The corrosion analysis was also supplemented by X-ray diffrac-
tion, photoelectron, and ICP-AES spectroscopy. The corrosion resistivity measurements revealed that the
alloys manifest enhanced corrosion resistance. The corrosion current density for Cas;Mgi2ZnsgYbyg.
2xByAUy (x = 1, 2) alloys were 18.46 and 8.79 pA/cm?, which is lower than for pure Mg (47.85 pAfcm?)
and Zn (33.96 uA/cm?). A decreasing tendency for hydrogen to evolve as a function of time was noted.
The hydrogen evolution did not exceed 1 ml/cm? over 1 h and average corrosion rate is calculated as
0.32 g/m? - h for CasyMgq5Zn35Yby4BoAu, alloy after 312 h. The corrosion mechanism of the alloys
includes an anodic dissolution, a hydroxide precipitation, corrosion product layer formation and corro-
sion propagation stage.
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1. Introduction

Nowadays, biodegradable metals are a promising class of
biomedical materials that have received great attention because
of their use as temporary medical implants [1]. The dominant class

0264-1275/© 2021 The Authors. Published by Elsevier Ltd.
This is an open access article under the CC BY license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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of materials used for such implants are magnesium alloys. They are
used as orthopedic items to find applicability in the bones of hand
or foot, moreover, magnesium is a fundamental element in the
human body [2].

A new family of biomaterials for potential orthopedic implants
is based on a group of biodegradable alloys containing calcium (Ca)
and magnesium (Mg), with the addition of zinc (Zn), ytterbium
(YDb), boron (B) and gold (Au) [3]. Ca is a major component in
human bone and Ca ions are beneficial for bone curing [4]. [n turn,
Zn is reported as fundamental element in the human body and is
safe for biomedical uses; it enhances the corrosion resistance by
the formation of a passive film on the alloys surface [5].

Au is known as the most inert of metals with immunity to
corrosion [6]. It can be used in many medical applications. Au
implants are used in reconstructive surgery, drug delivery micro-
chips, treatment of rheumatoid arthritis, and endovascular stents
[7]. In case of stents, it is used to coat them to increase their
biocompatibility and hemocompatibility [8]. Moreover, gold in
alloys with other precious and non-precious metals is also used
for dental items as crowns and bridges for the repair of broken
teeth [9].

Metalloids such as B can slow down the rate of corrosion of Fe-,
Co- and Cu-based alloys in NaCl solution [10-12]. From the other
side, B is a biocompatible element with a positive effect on the
growth and strengthening of bones and is required for the mainte-
nance of human health [13]. In addition, small amounts of B can be
used in treating arthritis as well as osteoarthritis [14-16].

B in the human body also influences the excretion of Ca and Mg
[17-19]. The supplementation of B using boric acid influences a
possible mechanism that promotes the proliferation and differenti-
ation of mammalian osteoblastic cells in vitro [20]. Therefore, B
compounds enhance bone growth, and the regeneration of bone
is dependent on angiogenesis that is affected by B [21,22].

Enhanced growth of human osteoblast-like cells on boron-
doped nanocrystalline diamond thin films was reported by Grau-
sova et al. [23]. After a seeding time of three days, the cell popula-
tion density on doped and undoped nanocrystalline diamond films
increased more significantly than the cell population in a control
group. The amount of cells on undoped films was significantly
smaller than on those doped by boron.

Dai et al. [24] reported the influence of Yb3* on bone marrow
stromal cells (BMSCs) to explain the mechanism of bone metabo-
lism and propose more rational application of Yb-based com-
pounds in medical uses. Their experiment showed that Yb*" had
no effect on BMSC viability at a concentration of 1 x 107 mol/L.
As a result of a slightly higher Yb3* concentration in the range of
1 x 10°% — 1 x 10 mol/L, a positive effect on BMSC viability
was also noticed.

Cytotoxicity tests of MggsZnspCas—xYbx (x = 0, 2, 4) and
Mg7oxZn3oYby (x = 6, 10) glassy ribbons with variable chemical
composition were also provided by Wang et al. [25]. The tests were
conducted directly and indirectly by preparing extracts with a con-
centration of 60% and by an adhesion test. The extract exhibited
good cell compatibility with fibroblasts and osteoblasts. The adhe-
sion of cells was also tested on ribbons with and without addition
of Yb. The number of cells in the adhesion test were comparable to
that in the control group and on the ribbon with the addition of Yb.
Samples without any addition of Yb revealed an 80% decrease in
cell number on their surface compared to a control group and sam-
ples with Yb addition.

Moreover, Jiao et al. [26] used MG63 culture cells to evaluate
the cytocompatibility of the Cas;Zn;gMg;>Ybig alloy and pure
Mg. The MG63 cells on the surface of the alloy with the addition
of Yb were still in a healthy, elongated spindle shape. In the case
of MG63 cells cultured on the Mg surface a round shape, showing
an unhealthy state, was noted.

Materials & Design 213 (2022) 110327

In view of the above, in this study, the influence of Yb, B, and Au
addition in Ca-Mg-Zn-(Yb,B,Au) alloys on the amorphous structure
forming, hydrogen evolution, corrosion rate, biocorrosion behavior
and mechanical properties was studied. The corrosion mechanism
in an artificial physiological fluid as Ringer's solution at 37 °C was
proposed and discussed. Presented results can be helpful to deter-
mine novel bioresorbable materials with unique properties for
biomedical applications e.g. short-term implants. The examination
of the Ca-Mg-Zn-(Yb,B,Au) alloys should fill the gap in scientific
scope, which includes the structure and properties investigations
of biomaterials based on Ca.

2. Materials and methods
2.1. Preparation of the samples

The investigations were conducted on Caz;Mgi2ZnagYbis-
2xBxAuy (X = 1, 2 at.%) as-cast alloys. The base alloys were produced
by the induction melting of elements Ca, Mg, Zn, Yb and Au (with a
purity of 99.90%, 99.90%, 99.90%, 99.95%, 99.90%, respectively) in a
ceramic crucible. The pre-ingots were then re-melted with pure B
(99.90%) due to its higher melting temperature than the other ele-
ments. Subsequently, the cylindrical ingots with diameter of
30 mm were obtained. At the first stage, metals with similar melt-
ing temperature were melted: Ca (842 °C), Yb (824 °C) and Au
(1064 °C). Next, Mg (650 °C) and Zn (419 °C) were added. The B
was added once the five-component melt was obtained. The Ca,
Mg, Zn, Yb, Au elements had a form of pieces, except B, which
was used in a powder state to increase its solubility in the molten
prealloy. Both alloys were cast under an inert atmosphere by purg-
ing the chamber with Ar (99.99%) to provide air reduction. The
cylinder-shaped ingots were cut into small pieces and then placed
in a quartz crucible. The induction melted pieces were injected into
a copper mold and rapidly cooled plates with a length and a width
of 10 mm and a thickness of 1 mm were cast [27,28].

2.2. Experimental methodology

A schematic representation of research methodology used in
this work is shown in Fig. 1. The characterization methodology of
the fabricated Ca-Mg-Zn-Yb-B-Au alloys includes chemical compo-
sition analysis, structural characterization, mechanical properties,
and corrosion resistance examination.

Analysis of the chemical composition was provided by the JEOL
JXA 8230 X-ray microanalysis. An accelerating voltage of 15 kV was
used, with an electron beam current of 30nA. Quantitative analysis
of the chemical composition and elemental distribution maps were
carried out using the wavelength dispersion method (WDS). The
size of the analyzed area, resulting from the characteristics of the
electron beam and the area of X-ray excitation, is in the range of
1 um? As standards in the quantitative analysis, the following
were used: pure Zn, wollastonite (CaSiO3) as the calcium standard,
magnesium oxide (MgO) as the magnesium standard, ytterbium
fluoride (YbFs;) as the ytterbium standard, lanthanum boride
(LaBg) as the boron standard and pure Au.

The structure of the plates in their as-cast state and after corro-
sion tests was analyzed by X-ray diffraction (XRD) in the reflection
mode using a diffractometer with a Cu K« radiation source (wave-
length % = 0.154 nm). The neutron diffraction (ND) data for Casp-
Mgq12Zn35Yb1gB1Au, plate in the as-cast state was collected using
the neutron powder diffractometer MTEST at Budapest Research
Center with the neutron wavelength » = 0.111 nm.

The microstructure of alloys were described on the basis of light
microscopy images in bright-field carried out by Zeiss Axio Obser-
ver. High-resolution transmission electron microscopy (HRTEM)
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Fig. 1. Flow chart of the research methodology.

observations of plates were made using S/TEM TITAN 80-300 FEI
microscope at the operating voltage of 300 kV. Differential scanning
calorimetry (DSC) was performed using a 20 K/min heating rate
under a helium protective atmosphere. The glass-transition temper-
ature (Tg), onset crystallization temperature (T,), and peak crystal-
lization temperature (T,) were determined for the examined plates.

As a part of the evaluation of the mechanical properties, static
compression tests and hardness measurements were carried out.
Non-standard compression tests of the alloys were performed
using a ZWICK 100 testing machine at room temperature. The sam-
ples were square plates of side 3 mm and thickness 1 mm. For each
alloy, 3 compression tests were performed, and the average com-
pressive strength was taken. Microhardness tests were carried
out using the Vickers method in accordance with the PN-EN 1SO
6507-1:2007 standard on the Future-Tech FM-700 instrument
using the automatic hardness FM-ARS 9000 testing system. Mea-
surements were conducted with a load of 100 g (0.98 N). The
impact time of the indenter on the sample surface was 15 s. The
tests were carried out on 9 different areas of one specimen (total
of 9 measurements per sample).

Electrochemical measurements were conducted using an Auto-
lab 302 N workstation containing a glass corrosion cell. An alloy
sample was used as the working electrode, a saturated calomel
electrode (SCE) was used as the reference electrode, and a platinum
rod was used as the counter electrode. The potentiodynamic curves
were recorded over a potential range from Epcp —250 mV to
Eocp + 250 mV, a scan rate was 1 mV s~', and the open-circuit
potential (Eqcp) variation was collected for 3600 s. The corrosion
parameters, such as the corrosion potential (Eco) and corrosion

current density (jeorr), were determined using the Tafel extrapola-
tion method using both cathodic and anodic branches of the polar-
ization curves [29-31]. The polarization resistance (R,) was
calculated according to equation:

1

R=rc o 7———
? = 230301 + D

(D
where f, and f. are the anodic and cathodic Tafel slopes,
respectively calculated from the Tafel extrapolation [29].

To complete the polarization measurements, electrochemical
impedance spectroscopy (EIS) was carried out at open-circuit
potentials with a potential amplitude adjusted at 5 mV over a fre-
quency range of 10° -10"2 Hz. EIS data were analyzed by using
NOVA version 1.11.2 software. An equivalent circuit was proposed
by using “Fit and Simulation” tool. Both EIS and potentiodynamic
polarization measurements were conducted in duplicate. Chi-
square (%?) values were determined. The electrochemical polariza-
tion and immersion tests were conducted in Baxter Ringer's solu-
tion (8.6 g/dm? NaCl, 0.3 g/dm? KCl, 0.48 g/dm? CaCl,-6H,0) at
37 °C.

Hydrogen evolution was also monitored for both alloys during
immersion for a period of 30 days, with measurements being taken
at 24 h intervals. Samples with dimensions of 10 x 10 x 1 mm
were used. The bubbles of H, generated from the samples
immersed in solution were collected using a funnel and a burette
above the sample, and the volume of hydrogen evolved was calcu-
lated using the method presented in ref [32]. The immersion tests
were also conducted to calculate the corrosion rate (Veorr, g/m?h)
according to equation [33]:
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Am
=cr @

where Am is difference in sample mass before and after the cor-
rosion test (g), S — sample area (m?),

t - immersion time (h).

Previously corroded samples were analyzed by X-ray photo-
electron spectroscopy (XPS) with the use of a PHI 5700/660 Phys-
ical Electronics spectrometer. The XPS spectra were collected using
monochromatic Al Ko (1486.6 eV) X-ray radiation under ultra-high
vacuum (107'° Torr). Depth profile (DP-XPS) analysis was per-
formed during cyclic ion etching with an Ar*°beam of 1.5 kV. In
each cycle, the argon beam was applied for 15 min and afterwards
the core level lines for elements having the highest photoemission
cross-section were acquired. The whole procedure was repeated
giving a final sputtering time of 240 min. All the determined spec-
tra were related to the peak for the C1s orbital. The survey spectra
were collected with a pass energy of 187.85 eV and a 0.8 eV/step,
while all core level lines were measured with a pass energy of
23.5 eV and a resolution of 0.1 eV. XPS data analysis was carried
out using MultiPak 9.4 software. The peak assignment and identi-
fication of chemical states was done based on MultiPak internal
database and NIST database.

A Carl Zeiss Supra 35 scanning electron microscope (SEM) was
used to determine changes in the surface morphology of samples
after 168 and 720 h of immersion.

The concentrations of Ca, Mg, Zn, Yb, B and Au in saline Ringer’s
solutions before and after the immersion test were determined
using the inductively coupled plasma atomic emission spectrome-
ter Varian 710-ES (Santa Clara, CA, USA) equipped with the OneNeb
nebulizer and twister glass spray chamber. The apparatus measur-
ing parameters and selected emission lines are presented in
Table 1. The emission lines precision ensues from the spectrometer
resolution, and it is also important due to minimizing spectral
interferences and the identification of the elements.

The concentrations of each element were obtained using the
calibration curve method. The calibration curves were prepared
using single element standard solutions of 1 mg/mL (Merck Milli-
pore, Germany) and a matrix, which was the Ringer's solution with
the same concentration as in the measured samples. The Millipore
Elix 10 system was used to prepare deionized water. The calibra-
tion curves were created by measuring the maximum intensity
for each standard at the peak maxima. The presented results con-
stituted an average of the element concentrations obtained for all
applied analytical lines and for the three replicates of each sample.
The standard deviation was not exceeding 1.5%.

Veorr

3. Results and discussion

The results of the chemical compositions of the Cas;Mg;,Znsg-
Yb1s_2xBxAuy (x = 1, 2) alloys determined by wavelength dispersion
analysis (WDS) are given in Table 2. It can be noticed that the Ca

Table 1
ICP-AES analysis parameters and emission lines.
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content of the as-cast samples is very close to the nominal compo-
sition of the alloys indicating an acceptable casting procedure.

XRD analysis of CazaMgi2Zn3sYbig-2xBxAux (x = 1, 2) plates
allowed broad halo and diffraction lines arising from crystalline
phases to be detected (Fig. 2). Therefore, the XRD pattern of Casz;-
Mg1,Zn3gYb16B;Au; suggested the presence of crystalline phases
such as CaZn (PDF 41-0881, Cmcm), CaZn2 (PDF 28-0257, Imma),
and MgZn (PDF 40-1334, R) embedded in the amorphous matrix
within the resolution limits of XRD. A similar phase composition
was observed in the case of Caz;Mgi2ZnasYbi4B2Au; alloy, where
a higher quantity of the crystalline phase was noted. However,
other diffraction examination supporting the XRD results, neutron
diffraction of the Cas;Mgi,Zn3gYbgB1Au; plate indicated the
appearance of crystalline peaks on the broad diffraction lines
(Fig. 3). A combined neutron and XRD study allowed to detect
refined structure of tested material. Neutron diffraction pattern
determined some crystalline-amorphous structure of studied
plate. The differences in ND diffraction spectra come from higher
measuring accuracy of neutron diffraction method. Reflections
come from crystalline phases can be much better visible.

Fig. 4 shows HRTEM micrographs (Fig. 4a, c¢) and the corre-
sponding selected area electron diffraction (SAED) patterns
(Fig. 4b,d) of the Ca3;Mgi2Zn35Yb1g.0xBxAUy (X = 1, 2) plates. The
SAED patterns for the x = 1 plate (Fig. 4b) show reflections indicat-
ing the formation of CaZn (Cmcm), CaZn2 (Imma) and MgZn (R)
crystalline phases. For the sample x = 2, the diffraction patterns
(Fig. 4d) present diffused diffraction rings and diffraction spots
indicating the formation of CaZn and CaZn2 crystals within an
amorphous matrix.

Thermal properties of the as-cast Cas;Mg;2ZN35Ybg.0xByxAly
(x =1, 2) plates were determined by DSC measurements at a con-
stant heating rate of 20 K/min. The glass-transition temperature
(Tg), crystallization onset temperature (Tx) and peak crystallization
temperature (Tp) are marked by arrows on the DSC curve shown in
Fig. 5. The DSC curve of Caz;Mgi2Zn3gYb 6B1Auy plate reveals that
the T, occurs at 398 K and the Ty is 430 K. The T, of the Caz;Mg;»-
Zn3gYby4ByAu, sample decreases to 423 K, while the T, has no sig-
nificant change. The T, temperature values for the
Caz;Mgy:Zn35Ybg.xBxAu, (x = 1, 2) plates were 437, 466, 540 K
for x = 1, and 445, 464, 537 K for x = 2, respectively.

The supercooled liquid region (ATx = Ty — Tg) value of the Casz-
Mg12Zn3sYb14B>Au; alloy is a little lower than that of x = 1 sample,
which shows that the increasing the amount of Au does not reduce
the glass-forming ability of Cas;Mg;2Zn3gYbigoxBrAUy (X = 1, 2)
alloys. When we compare the studied alloys with Ca;;Mg;2Zn;g-
YbygxBx (x = 1, 2, 3) alloys, we can notice that the T, temperature
is in the range of 419-422 K [34].

The results of the Vickers hardness tests conducted for Cas;,-
Mg12Zn35Yb1g2xBxAuy (x = 1, 2) alloys are shown in Table 3. The
obtained results of the hardness measurements indicate that they
are higher than the hardness values reported in refs [35,36] for cor-
tical and trabecular bone.

Operating conditions

RF power 1.0 kw

Plasma flow (argon) 15 L-min~!

Auxiliary flow (argon) 1.5 L-min~!

Nebulizer pressure 210 kPa

Pump rate 15 rpm

‘Wavelenght Au B Ca Mg In Yb

%, nm 242.794 49.678 318.127 202.582 202.548 328.937
h, M 267.594 249.772 422,673 279.078 206.200 369.419
k, nm 280.270 213.857

, nm 383.829
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Table 2
Results of WDS analysis of CazoMgi2Znag¥bygaxBxAuy (x = 1, 2) alloy.
Sample B [at.%] Mg [at.%] Ca [at.%] Yb [at.%] Zn [at.%] Au [at.%]
+0.1 +0.1 +0.2 +03 +02 +0.1
x=1 239 11.38 3223 16.37 36.61 1.02
X=2 2.38 11.18 32.64 14.50 37.22 2.08

XRD A=0.154 nm

Intensity [a.u.]
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Fig. 2. XRD patterns of CazsMg12Zn3gYbg.2¢BxAuy (x = 1, 2) plates in as-cast state.
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Fig. 3. ND pattern of Cas>Mg;2Zn3gYb1gB1Auy plate in as-cast state.

The compressive curves of three samples for each alloy are pre-
sented in Fig. 6. The compressive strength (R.) of Ca;;Mg;2Zn5g-
Ybig-oxBxAuy (x = 1, 2) alloys were determined as 132.5 £ 0.
5 MPa and 161 + 4 MPa, respectively. The results are comparable
with those from cortical femur bone, bovine cortical bone, and
models of cortical bone for adults and children, which were shown
in ref [37]. Havaldar et al. [38] reported that the compressive
strength of cortical femur bone from males achieved 141.6 MP
a t 15.91 MPa. Moreover, bovine cortical bone subjected to a com-
pressive test gave 250-400 MPa [39]. The fracture strength of Casz;-
ZnagMgi,Ybg is 613 MPa [26]. This value is much higher than
reported in ref [38]. The higher values of compressive strengths
and hardness noted for Casz;Mg;,ZnsgYb,4BAu, alloy are most
likely due to a higher quantity of the nanocrystalline phases in
the amorphous matrix, which was noted for this sample. Metallic

glassy alloys are strong and also very brittle, but the presence of
nanocrystalline phases in small quantities can enhanced their
mechanical properties [40]. Moreover, the addition of Au likely
influences the mechanical properties.

The evolution of hydrogen (H;) from Ringer’s solution was mon-
itored over 30 days (720 h) for both alloys (Fig. 7). The maximum
amount of evolved H, was ~ 0.4 ml/cm? for the Cas;Mg;5Zn35Yb6-
B4Au; alloy and ~ 0.5 ml/cm? for the sample of Caz;Mg;,Zn35Yb 4-
B,Au; after 720 h. The volume of H; after 30 days never exceeded
1 ml/cm?. This amount is permitted for rats with a weight of 240 g.
Therefore, for the proposed Cas;Mgi2ZnssYb1sxBxAuy alloys (x =1,
2), the decreasing trend of H, evolution as a function of time is
noteworthy. Furthermore, human bone tissue can dissolve more
hydrogen than is produced from samples [41]. Furthermore, the
calculated weight loss of the corrosion rate (V) is presented in
Fig. 7b. The tendency of V., in a function of time is corresponding
with values presenting H, evolution, however, we can observe a
slight increasing behaviour. The average V., after 312 h is noted
as 0.35 and 0.32 g/m? - h for the Caz;Mg12Zn35Yb16B1Au; and Cass-
Mg12Zn35Yb14B>Au; alloy, adequately.

The variation in the open-circuit potential (Eocp) over time of
the studied alloys was monitored in Ringer's solution at 37 °C over
3600 s (Fig. 8). The Eocp results for Cas;Mgi2Zns5Yb g 0xByxAly
(x =1, 2) alloys were —1238 and —1221 mV vs. SCE, respectively.
These results are higher than for Mg (—-1717 mV), CagoMg;s5Znss
(—1553 mV) alloy [42], CagsMg1oZn,s alloy (—1568 mV) [43], and
also for Caz;Mgi2Zn3gYbsg alloy (—1305 mV) [43], but are lower
than for Zn (—1221 mV).

Corrosion current density (jeor:), corrosion potential (Ecor), and
polarization resistance (R,) were measured using open-circuit con-
figurations (Fig. 9, Table 4). The E,,, values of the Ca3;Mg;3Zn3g-
Ybig.2xBxAu, (x = 1, 2) alloys were —1305 and —-1260 mV,
respectively. These were similar to the results (—1.345 V) deter-
mined for the Cas;Mgi2ZnssYbys alloy [43]. The results for jeorr
obtained for the Cas2Mgi2Zn3sYbis-2xBxAux (X = 1, 2) alloys were
18.46 and 8.79 pA/cm?, respectively, which is lower than for pure
Mg (47.85 pA/cm?) and Zn (33.96 pAf/cm?).

The Ry results obtained for Caz;Mg;2Zn3gYbgaxByAuy (X = 1,2)
alloys were 0.67 and 1.82 kQcm?, respectively. They are higher
than the results (0.32 kQcm?) obtained for the Ca;;Mg;,Zn3gYbqg
alloy [43] and were better to those determined for Caj;;Mg;5Zn5g-
YbigxBx (x = 1, 2, 3) alloys (R, = 54.3, 626.7, and 497.8 Qcmz)A
The results showed that the Cas;Mgi2Zn3gYb4B2Au; alloy exhibits
the most noble corrosion potential and the lowest corrosion cur-
rent density. The better electrochemical parameters of these sam-
ples are probably due to the higher content of B and Au addition (2
at.%). Moreover, the thick layer of the corrosion product contained
hydroxides, oxides and carbonate films forms a barrier that pro-
tects the surface and increases the resistance to corrosion. Jamesh
et al. [44] stated that the Mg-Zn-Mn alloy (ZM21 Mg) shows a
lower corrosion resistance than pure Mg at the initial stage in Ring-
er’s solution. CaCOs3 film formation occurs on the surface of the
pure Mg and ZM21 Mg alloy after immersion in Ringer’s solution
caused an improvement in corrosion resistance.

The EIS measurements of tested alloys and pure Mg and Z were
conducted in Ringer's solution after open-circuit measurements
over a time (1 h) required to stabilize the Eqcp potential (Fig. 10).
The diameter of the semicircle of Ca3aMgi2Zn3sYb14B2Au; observed
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Fig. 4. HRTEM micrographs (a, ¢) and SAED patterns (b, d) of Caz;Mg12ZnsgYb1g2BxAuy (x = 1, 2) plates in as-cast state.
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Fig. 5. DSC traces of CazzMgi2Zn35Ybygs.24BxAuy (X = 1,2) plates in as-cast state.

Table 3
Mechanical properties of CazsMgi2Znzg¥Ybg2xByAuy (x = 1, 2) plates in as-cast state
(R, — compressive strength, HV - Vickers hardness).

Sample R. [MPa] HV
x=1 1325405 2082
x=2 161 +4 264+4

from Nyquist plots (Fig. 10a) was higher compared to that of the
Cas;Mgq2Zn3gYbygB1Au, alloy, confirming the increase in the cor-
rosion resistance of the alloy with Au addition. For comparison
the Nyquist diagrams of pure Mg and Zn were added. It is clear
from Nyquist plots that the diameter of the semicircle for Cas;-
Mg1,Zn35Yb15.24BxAuy plates is higher comparing to pure Mg and
Zn. It indicates the improvement of the corrosion resistance in
Ringer's solution. The Bode-modulus plots (Fig. 10b) showed that
the impedance of Cas;Mg;,Zn3gYb g.xByAuy (X = 1,2) alloys was
about 4 x 10* Qcm? at low frequencies. In the same frequency
range, the impedance of Caz>ZnsgMg2Ybssg alloy glasses decreased
over the range of 10> Qcm? to 10° Qcm? for CassMgyeZn,s and
CagsMgqoZn;s alloys [43]. The maximum value of the Bode-phase
angle (about -50°) was noted for Ca3;Mgi2Zn3gYbyg.xByAuy
(x = 1,2) alloys, with the response of solution resistance at a fre-
quency of about 0.5 Hz (Fig. 10c).

Based on the attained shapes of the EIS plots, which are charac-
terized by two time constants, an electric equivalent circuit was
proposed [45,46]. The NOVA ver. 1.11.2 software was used in a
simulations of impedance parameters. Experimental and simulated
results using a Warburg component are shown in Fig. 11 a,b,c. The
proposed equivalent circuit model is presented in Fig. 11d.

The circuit consists of solution resistance (R), charge transfer
resistance (R, ;), and constant phase element (CPE, ;) and Warburg
impedance (W) and tangent hyperbolic (T). The EIS parameters of
CaszMgi2Zns3gYbisxBxAux (x = 1,2) were calculated after fitting
the EIS spectra (Table 5). Ry and R, are related to the resistances
for charge transfer of the porous layer and barrier layer, ade-
quately. CPE, represents the capacitance associated with porous
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Fig. 8. Eqcp measurements for CazoMgi2Zn3sYbg.oxByAuy (X = 1, 2) plates compared
with Mg and Zn.

layer, CPE; is the double layer capacitance. W can be assumed as an
impedance correlated with a diffusion process [45]. T element is
also called as bounded Warburg, which is typical for porous elec-
trodes [47].

and Zn in Ringer's solution at 37 °C.

XPS measurements that represent the surface components can
be seen in Fig. 12. The characteristic photoemission and Auger
peaks corresponding to individual elements are denoted. All the
characteristic peaks are denoted as Cls, O1s, 02s, Mgls, Mg2s,
Ca2s, Zn3s, Ca2p, Zn2p (1/2, 3/2), and overlapped Yb4d/B1s. It
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Table 4

Electrochemical properties obtained from polarization curves for Cazg;Mg12ZnagYbig-oxBxAuy (X

Materials & Design 213 (2022) 110327

=1, 2) alloys in Ringer's solution at 37 °C.

Sample Open-circuit potential ~ Corrosion potential (Eeore) [MV]  Corrosion current density (jees) [A/cm?]  Corrosion resistance (Rp) [kQem?]
(Eocp) [mV]
Pure Mg -1717 £35 —1690 + 30 47.85 £ 0.03 1.30 £ 0.03
Pure Zn —1031 £ 20 —1037 + 20 3396+ 0.3 0.37 £ 0.01
CasMgi2Zn3YbieB Ay —1238 £ 25 —1305 + 30 1846+ 0.3 0.67 + 0.02
CazoMgqoZnagYbysByAuy  —1221 £ 25 —1260 + 30 8.79+02 1.82 +0.03
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Fig. 10. Experimental EIS spectra: Nyquist plots (a), Bode modulus plots (b), Bode phase angle plots (c) for Caz;Mg12Zn3gYbyg.oxBxAuy (x = 1,2) and pure Mg, Zn plates in

Ringer’s solution at 37 °C.

should be noted that the dominated component on the surface is
O1s, probably related to the various oxides present. The Nals line
originating from Ringer’s solution could not be seen [48].

The analysis of individual core level lines seen on ion etching by
an argon beam are presented in Figs. 13 and 14 for samples of Cas,-
Mgq2Zn38Yb1B1Au; and CaspMgi,ZnagYby4BoAu, alloy, respec-
tively, following the corrosion test in Ringer’s solution at 37 °C.
The first two spectra measured for each line generally having the
lowest intensity {except for O1s and C1s lines) represent the sur-
face, whereas the others enhancing the changes in chemical states
represent the chemical environment of the surface underneath.
The depth resolution is referred to the total sputtering time of
240 min.

During the analysis of the C1s core level line, two main peaks
can be observed (Fig. 13a, 14a). The peak with the highest intensity
is related to carbon accumulated on the sample surface (BE ~ 284.
8 eV), whereas the low-intensity line at the higher binding energy
(BE = 289.4 eV) may originate from various carbonates, probably

mostly from CaCOs. The carbonate peak is rather stable during
the Ar etching process, whereas the main peak is drastically
reduced.

The O line O1s (Fig. 13b, 14b) for both samples is quite complex.
The peak located at 528.8-530.1 eV can be ascribed to lattice oxy-
gen (0, 27), the peak situated around 531.5 eV can be assigned to
the surface-adsorbed oxygen (0%~ or O~), OH groups, and oxygen
vacancies, and the peak at high binding energy around 534.0 eV
may be associated with adsorbed water. The lattice oxygen may
originate from various oxides, such as Yb;03, ZnO, MgO, and CaO.
The presence of oxides was clearly visible just after the first ion
cleaning.

The Ca2p lines for both the studied samples differed signifi-
cantly (Fig. 13c, 14c). For the Ca3;Mg;,ZnssYbh,4BoAu, alloy, quite
broad lines around 347.4 eV and 350.9 eV with AE ~ 3.9 eV, typical
for CaCOs, could be observed. Both lines became even broader dur-
ing the sputtering procedure, and the splitting was slightly
reduced, which may suggest the additional isolation of pure Ca.
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Fig. 11. Comparison of EIS spectra containing experimental and simulated results of: Nyquist plots (a). Bode modulus plots (b), Bode phase angle plots (c), proposed
equivalent circuit (d) for Ca;aMgq2Zn3sYb1s.24BxAly (X = 1,2) plates in Ringer’s solution at 37 °C.

Table 5

Values of equivalent electric circuits for CazaMgi2ZnagYbig.xBeAuy (x = 1,2) alloys in
Ringer's solution at 37 °C (R - solution resistance, Ry ; - charge transfer resistance,
CPE1 2 - constant phase element, W - Warburg impedance, T - tangent hyperbolic).

Parameter CasMgi2Zn3gYbygB 1 Auy Ca3;Mgi2Zn3gYby4BrAus
Rs [Q cm?] 464 26.6
CPE; [yMho cm?] 589.0 97.0
Ry [Q2cm?] 55.8 18.6
CPE; [uMho cm?] 184.0 253.0
Ry [© cm?] 50.4 71.7
W [mMho cm?] 1.25 0.97
T [mMho cm?] 15.9 16.7
2 0.033 0.054

The analysis of the Ca2p (Fig. 13c) core level for Caz;Mg;2Zn3gYbs-
B1Au; alloy revealed a doublet line split via spin-orbit (L-S) split-
ting into Ca2p3/2 (BE ~ 346.7 eV) and Ca2p1/2 (BE ~ 349.8 eV)
with AE ~ 3.1 eV, which is typical for Ca0. On the surface of
Ca2p, an additional component around 348.8 eV, probably typical
for CaCl,, could be observed

The Zn2p lines for both samples varied greatly (Fig. 13d, 14d). In
the case of the Caz;Mg2Zn3gYb4B2Au; alloy, the Zn line from the
surface with an L-S splitting of AE ~ 23.1 eV is typical for ZnO.
After ion etching, additional narrow lines at the low binding ener-
gies around 1019.2 eV (Zn2ps;2) and 1042.3 eV (Zn2p,2), which
could be assigned to Zn2p states, are observed. For the Ca3;Mg;,-
ZnssYbsB1Au; alloy, the Zn2p line was significantly different.
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Fig. 12. XPS survey spectra for CazssMgi2ZnssYbis.oxBeAUx (X = 1,2) plates after
corrosion test in Ringer’s solution at 37 °C.

The dominant contribution of the Zn2p states was readily
noticeable.

The Yb4d doublet line (Fig. 13e, 14e) indicates L-S splitting into
two main lines: 4dsp; (BE =~ 184.9 eV) and 4ds; (BE ~ 199.1 eV),
with an L-S splitting of about AE ~ 14.2 eV. The main lines could
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Fig. 13. Core level spectra of C1s (a), Ols (b), Ca2p (c), Zn2p (d), Yb4d (e), and Audf (f) for Ca3;Mg;,Zn35Yb;sB1Auy alloy after corrosion test in Ringer's solution at 37 °C.

be assigned to Yb,03. However, there is a visible additional struc-
ture at 192.3 eV and 205.1 eV. Such a complex structure with sev-
eral components for the Yb4d line is typical for mixed-valence Yb3
+/Yb2 + ytterbium states, suggesting a mixture of metallic and
oxide states. Additionally, in the case of the B-rich sample
(Fig. 13e), the presence of the B1s line (187.8 eV) as a shoulder
to the Yb 4ds, peak is barely noticeable.

By analyzing overlapped Mg2s and Au4f lines for both samples
at the surface, only the presence of the Mg2s line (BE =~ 89 eV) can
be observed. Subsequent ion etching revealed the presence of Au4f
lines (Fig. 13f, 14f). The first of these, Audf;y, is visible around
82.3 eV, whereas the second one, Au4fs, is overlapped, not only

with Mg2s but also with Zn3p, and that is why its intensity is sig-
nificantly higher. It is worth noting that the gold states are typical
for pure Au.

The chemical composition over sputtering time was determined
based on analysis of individual core level lines having the most
extensive photoemission cross-section, namely the highest inten-
sity. Thus, the depth profiles (DP-XPS) for both measured samples
were created (Fig. 15). Unfortunately, due to overlapping of Yb4d
and B1s lines, it was a challenging task to determine the relative
modification of the B content and which is presented jointly with
Yb states. By analyzing both DP-XPS data, we may claim that the
visible differences in atomic concentration modified over sputter-
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Fig. 14. Core level spectra of C1s (a), O1s (b), Ca2p (c), Zn2p (d), Yb4d (e), and Au4f (f) for Ca;;Mg;2Zn35Yb,4B,Au; alloy after corrosion test in Ringer's solution at 37 °C.

ing time are related to various sample formulas. For the record, the
varied reaction of samples to ion etching might be due to the dif-
ferent local environments of atoms in both sample formulas. Thus,
such phenomena cause differences in chemical shifts, e.g. well
noticeable Zn2p states for both samples. Nonetheless, in both
cases, dominated O1ls states are associated not only to surface
impurity but also to various oxides, as is evident in a detailed anal-
ysis of the core level lines. The quantity of C1s as a surface impurity
is significantly reduced by the Ar beam. The noticeable difference
in Yb4d + B1s amount for both samples may be associated with
the various contribution in Yb2+/Yb3 + states. The lowest content

was denoted for Audf states which directly results from the for-
mula of the tested samples.

The identities of corrosion products from the surface of plates
after the 30-day corrosion tests were assigned using the XRD
method (Fig. 16). The corrosion products were identified as ZnO
(PDF 76-0704, P63mc), CaCO; (PDF 86-2343, R-3c), Mg(OH),
(PDF 86-0441, P-3m1), Yb(OH); (PDF 76-1495, P63/m), Ca(Zn
(OH)3)2-2H,0 (PDF 24-0222, P21/c) and CaB,0(OH)s-2H,0 (PDF
83-2027, P-1). The CaB,0(OH)s-2H,0 compound most likely
increases the corrosion resistance of the alloys since it is slightly
soluble in Ringer's solution, partially blocking further penetration
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Fig. 16. XRD patterns of corrosion products of CasoMg12Zn3gYbg.o.BAuy (x = 1, 2)
plates after immersion in Ringer’s solution at 37 °C over 30 days.

of the solution deeper inside the alloy, and thus partially stopping
corrosion.

The surface morphology of the plates after immersion in Ring-
er’s solution at 37 °C over 7 and 30 days is presented in Figs. 17
and 18, respectively. The microscopy observations revealed the
typical surface morphology with some corrosion products after
aggressive corrosion attack in different chloride solutions (NacCl,
KCl, and CaCl,-6H,0). The thick corrosion product layer contained
Ca and Zn hydroxide/oxide and a carbonate film. Zn oxides have
a distinguishing hexagonal shape and form pillars [49,50]
(Fig. 17b,d, 18b,d). The thick product layer forms a barrier film that
protects the surface from further aggressive attack and increases
corrosion resistance.

The concentration of the alloy’s elements, such as Ca, Mg, Zn,
Yb, B, and Au, in Ringer's solution before and after the immersion
tests was examined using inductively coupled plasma atomic
emission spectrometry (ICP-AES). The results of the ICP-AES analy-
sis are presented in Table 6.

As suspected, the concentration of alloy’s elements in Ringer’s
solution changed over time during immersion, along with the
alloys’ composition. It was observed that the Ca and Zn content
in Ringer's solution increased with the immersion time. However,
it was also noted that after 7 and 30 days of immersion, the Ca con-

centration was stable and equaled on average 97.67 mg/L. Concen-
tration changes were observed, especially after 60 days of
immersion. After this time, the Ca concentration in Ringer's solu-
tion equaled 286.51 mg/L and 276.7 mg/L for the Cas;Mg;5Zn3g-
Ybi6B1Au; and Cas;Mgi2ZnsgYbi4BoAu, alloys, respectively. In
comparison to Ca, the Zn concentration in Ringer's solution after
the test was very small, and after 60 days immersion, did not
exceed 2 mg/L. It was also found that the changes in Au, B (alloy's
addition), and Mg concentrations in Ringer's solution after 7-, 30-,
and 60-day immersion tests for both the investigated alloys were
very similar. However, as shown in Table 6, the concentration of
Mg and Yb in solution after the immersion test decreased with
the increase in immersion time. The obtained results suggest that
during the immersion time the dissolved Yb and Mg ions joined
the corrosion reaction to form some corrosion product film. Thus
it can be assumed that during examined immersion time the Mg
and Yb hydroxide dissolution were not observed.

The main corrosion reactions of Mg and Yb in aqueous solution
are as below [51]:

Mg + 2H,0 = Mg(OH), + H, (3)

2Yb + 6H,0 = 2Yb(OH); + 3H, (4)

The corrosion mechanism of the Cas;Mgi;Zn35YbgB1Au; and
Cas;Mg 2Zn35Yb14BAu, alloys includes an anodic dissolution, a
hydroxide precipitation, corrosion product layer formation and
corrosion propagation stage (Fig. 19) [52,53]. Firstly, during the
immersion in Ringer's solution (in neutral pH environment) the
anodic reactions occur on the examined alloys surface. Thus, the
anodic dissolution of samples were observed and the alloy’s metal
ions were released into the solution. Therefore the increase in con-
centration of alloying metal ions in solution were observed, as was
confirmed in Table 6. The anodic and cathodic reactions are as
below [52,53]:

- anodic reaction: Mg — 2e~ = Mg** (5)
- anodic reaction: Ca — 2e~ = Ca?* (6)
- cathodic reaction: 4H,0 + 4e~ = 2H, + 40H- (7)

In the next corrosion step, named hydroxide precipitation, the
immersed samples are going to cover with a metal hydroxide.
The obtained hydroxide corrosion product indicates low solubility.
In Table 7 the Mg and Ca hydroxides solubilities are presented. In
this step, the dissolved alloying elements joined the corrosion reac-
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Fig. 18. Surface morphology of Cas;sMg12Zn3sYb1g.2xBxAUy, X = 1 (a, b), X = 2 (¢, d) plates after immersion in Ringer's solution at 37 °C over 30 days.

Table 6
The concentration of alloy elements in Ringer’s solution before and after the immersion test.
Sample Immersion time, days Elements concentration, mg/L
Au B Ca Mg Yb Zn
Ringer’s solution before immersion test - <0.005 <0.01 89.25 <0.01 <0.005 <0.01
Cas;Mgi2Zn3sYbyeB; Auy 7 0.014 <0.01 96.42 030 0.16 0.27
30 0.005 <0.01 104.28 0.11 0.07 0.29
60 0.005 0.055 286.51 0.04 0.01 167
Ca3;Mg2Zn3sYby4B;Au, 7 0.009 0.01 97.91 0.36 0.09 0.18
30 0.005 0.02 92.09 0.11 0.06 0.47
60 0.005 0.05 276.7 0.04 <0.005 190
13
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Fig. 19. Schematic presentation of a corrosion mechanism of the Ca-Mg-Zn-Yb-B-Au alloys in Ringer’s solution,

tion to form hydroxides, and its concentration in solution may
decrease. However the hydroxides of alloying elements are precip-
itated at the surface area with higher activity. What's more, it is a
repeated and simultaneous process also combined with H, evolu-
tion. On the other hand, the Mg and Ca hydroxides form some pro-
tective layer on the alloy’s surfaces. Also, the presence of carbonate
ions in solution causes calcium carbonate precipitation on alloy
surface. In addition, the presence of chloride ions in Ringer's solu-
tion causes their penetration and reaction with the formed hydrox-
ide layer. This is known as the corrosion propagation stage. In this
step, chloride ions react with hydroxide layer and leads to the cre-
ation of Mg and/or Ca chloride hydroxide (Mg.(OH),Cl) as follows
[52]:
XMg?* + Cl= + yOH~ = Mgy(OH),Cl (8)
The oxychlorides can occur on the alloy surface as adsorbed
intermediate compounds and next they are going to dissolution
as was shown below:

Table 7
Solubility of Ca and Mg hydroxides [47].
Compound Ca(OH), Mg(OH),
Ksp 5.5 x 107° 561 x 10712

[MeCI(OH)"] = MeCIOH + e ©)

MeCIOH + H* = Me2* + CI- + H,0 (10)

The chemical composition of the Ringer's solution during
immersion test depends on the corrosion mechanism of the exam-
ined alloys and particularly on the corrosion step: anodic dissolu-
tion, hydroxide precipitation and corrosion propagation. The
content of alloying elements in Ringer's solution during immersion
time also depends on its electrochemical activity. Mg and Ca have
higher chemical activity in Ringer’s solution than Zn, therefore the
Zn dissolution was low.

Obtained results also indicate that, after 30 and 60 days of
immersion, the H, evolution decreased, which is compatible with
the Mg and Yb concentration changes during the immersion tests.
Results of the Ca3aMgi2Z1n3gYb1g-2xBxAux (X = 1, 2) alloys' degrada-
tion in Ringer’s solution correspond with the XRD and XPS results
obtained on the corrosion products (Fig. 16).

Ca-based alloys, due to their dissolution character, can be used
as bioresorbable implants since they generate non-toxic degrada-
tion products [54]. However, the highest corrosion rate of currently
known Ca-based alloys limits them in use only as orthopedic
implants or vascular stents [55]. The low corrosion resistance is
due to the fact that the layer of natural oxide formed on their sur-
face is permeable, and does not form a protective barrier. One of
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the effective ways to improve the corrosion resistance of Ca alloys,
especially Ca-Mg-Zn-(Yb,B,Au), is to achieve the homogeneous
amorphous structure or modify its chemical composition by alloy-
ing additives such as noble metals (e.g. Au), rare earth elements
(e.g. Yb) or metalloids (e.g. B).

Taking into account electrochemical results published in previ-
ous works [34,43], the lowest values of corrosion current density
were achieved for alloys with Au addition (Table 8). The Au addi-
tion in Ca-Mg-Zn-(Yb,B,Au) alloys slows down corrosion rate and
decreases H; evolution. The effect of B substitution for Yb on the
structure and corrosion properties of CazMgi2ZnagYbigxBx
(x =0,1,2,3 at.%) alloys were reported in [34,43]. Microstructural
investigations showed that Caz;Mg;>ZnsgYbqg alloy was mainly
amorphous as well as Cas;Mg,Zn33YbsB; plates. Small reflections
come from nanocrystals were detected by XRD and TEM methods
for Cas;Mg;2Zns5Yb,7B; and Cas;Mg;,ZnssYb,sBs alloys (Table 9).
The Yb had a positive effect in case of an improvement of the cor-
rosion resistance of Ca-Mg-Zn alloys in Ringer’s solution. The elec-
trochemical measurements indicated that corrosion potential
decreases with the increase of B content in studied alloys. The
stable tendency of evolved hydrogen as a function of immersion
time was also noticed.

Based on previous research on B influence on bones, it was [14—
17] decided that B should be added to Ca-based alloys. B improves
bone mineralization and increases its strength by decreasing
size of osteoblasts. Therefore, studied Ca-Mg-Zn-(Yb,B,Au) alloys
can be proposed as implants in the form of nails and plates for
use in case of fractures during the occurrence of osteopenia, i.e.
early stage or advanced osteoporosis. Different types of metallic
biomaterials with B addition can be also attached to other
alloys, e.g. Ti-Al-V-B [12]. The increasing B content increases the
repassivation potentials of Ti alloy. Higher content of osteoclast
precursor cells and osteoclast activating cells were formed on sur-
face of Ti-6Al-4 V-B alloy in comparison with base Ti-6Al-4 V alloy.

Therefore, based on the literature and experimental results, the
effect of B and Au addition in Ca3;MgiZn35Ybyg4Bx (x =0, 1, 2, 3)
and CaspMgZn3gYbqg 2xBxAuy (x = 1, 2) alloys on cytotoxicity and
mechanisms of cell death will be analyzed on the osteoblast-like
cells (U2-0S osteosarcoma) in further work. Cells will be cultured
using McCoy’s 5a modified medium, supplemented with Fetal
Bovine Serum (FBS), and penicillin and streptomycin. Biocompati-
bility experiments will be performed by indirect contact of
samples.

Table 8

Materials & Design 213 (2022) 110327

It is worth noting that, the studies on the Ca-Mg-Zn-(Yb,B,Au)
alloys, which includes the structure and properties investigations
of biomaterials based on Ca, fill the gap in biomaterials engineering
scientific scope. The presented research results allow for decisions
to be made about the potential of the evaluated family of alloys to
advance towards subsequent in vitro studies.

4. Summary

New resorbable Caz,Mg;2ZnsgYbgB;Au; and CazyMg;oZnsg-
Yb4BoAu, alloys were successfully designed and studied in order
to verify their use as biomedical applications e.g. short-term
implants. XPS measurements of individual core level lines revealed
that the biocorrosion products formed on the surface after immer-
sion in Ringer’s solution were mostly Ca and Zn oxides, hydroxides,
and carbonates. The lattice oxygen was probably related to various
oxides, such as ZnO, MgO, Ca0 and Yb,0s. lon etching revealed Yb
states suggesting a mixture of metallic and oxide regions, along
with the presence of B and Au.

The corrosion products identified by using the XRD method were
Zn0O, CaC0O3, Mg(OH),, Yb(OH)s, Ca(Zn(OH),)s-2H,0, and CaB,0(0OH )s-
-2H,0. The increased corrosion resistance of Ca-Mg-Zn-Yb alloys is a
result of B and Au addition. They most likely slow down the penetra-
tion of Ringer’s solution by creating a barrier between Ca, B, and Cl
ions. Due to the formation of Ca-B atomic pairs, an additional mech-
anism of increased corrosion resistance can be proposed by the
growth of CaB;0(0OH)s-2H;0 corrosion products. Moreover, during
the immersion time the dissolved Yb and Mg joined the corrosion
reaction to form some corrosion product film.

The H, evolution did not exceed 1 ml/cm? over 1 h. The open cir-
cuit potentials for the proposed alloys were better than for Ca-Mg-Zn
alloys. The EIS parameters for the Caz,Mg;2Zn3gYbigxBxAuy (X = 1, 2)
alloys were much better than for the CassMg,pZn,s, CagsMgi0ZNss,
and Cas;Zn;gMg;,Ybyg alloys. The controlled H; evolution rate was
a result of the variation in the amount of B and Au in the chemical
composition of studied alloys. The compressive strength and micro-
hardness of the alloys was improved by the addition of B and Au.
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Comparison of electrochemical properties for Ca;oMgi2Zn3gYbys.«By (x = 0, 1, 2, 3) and CazaMg12Zn3gYbig_axByAuy (x = 1.2) alloys in Ringer’s solution at 37 °C.

Sample Corrosion potential (Egop) [MV] Corrosion current density (jeor) [LA/cm?] Corrosion resistance (R) [kQcm?]

Ref.
Ca3Mg;2Zn35Ybs ~1345 190.0 0.32 [43]
Ca3;Mg12ZnagYby7B; —1410 356.2 0.05 [34]
Cas,Mg;,Zn35Yb; B, ~1313 1289 0.63 [34]
Ca3,Mg12Zn35YbysBs ~1335 174.7 0.49 [34]
CazMg12Zn3gYbygB1 Auy -1305 18.46 0.67 This work
Cas2Mg12Zn35Yb14B2AUL -1260 8.79 1.82 This work

Table 9

Comparison of structure in as-cast state and after corrosion tests in Ringer's solution at 37 °C of Ca;oMg12Zn3gYb1g.«By (X = 0,1.2,3) and Ca3oMgi2Zn3sYbyg_o«ByAuy (x = 1.2) alloys.
Sample Structure in as-cast state Corrosion products Method Ref.
Cas;Mgi2Zn35Ybyg amorphous Ca(OH)z, Yb(OH)3, CaC0s, Ca[Zn(OH)3]-2H,0 XRD [43]
Ca3oMg12Zn3gYby7By amorphous with CaZn,, MgZn phases Ca0, Mg0, Mg(0OH),, CaC0s, Yb,03, ZnO XPS [34]
Ca3Mg12Zn35YbygB; amorphous Ca0, MgO, Mg(OH),, CaCOs3, Ybz03, ZnO XPS [34]
Cas2Mg12Zn33YD 5B amorphous with CaZn,, MgZn phases Ca0, Mg0, Mg(OH),, CaC0s, Yb,03, ZnO XPS [34]
CazoMg12Zn3gYbigB1Auy  amorphous with CaZn, CaZn,, MgZn phases  Zn0, CaCOs, Mg(OH),, Yb(OH)s, Ca(Zn(OH )3 )2 2H,0, CaB;0(0H)s 2H,0  XRD This work
Caz;;Mgi,Zn33Ybi4BAu;  amorphous with CaZn, CaZn,, MgZn phases  ZnO, CaCO3, Mg(OH),, Yb(OH)s, Ca(Zn(OH)3):2H,0, CaB;0(0H)5:2H,0  XRD This work
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Calcium-based alloys can be promising candidates for use as biodegradable implants because

of attractive properties as mechanical, corrosive, and biocompatible. In the work, the
biocompatibility authors discussed the results of the Ca,,Mg,,Zn. Yb,._ B (x=0,1, 2, 3 at.%) and
Caz;Mg:pZnz:Ybi:z By AL, (x=1, 2 at.%) alloys. The tests were performed using a MTT assay. The
corrosion behavior of such Ca-based alloys in PWE fluid at 37 °C was studied and compared with the
results in Ringer's solution from previous works. Electrochemical tests were presented by open circuit
potential and potentiodynamic curves. Different concentrations of boron and gold in the alioys caused
changes in the corrosion results. The best corrosion resistance in PWE solution was observed for the
Ca-based alloy with 2 at.% Au due to the lowest value of the corrosion current density (j...), equal to
10.6 pA-cm™. A slightly higher value of ., was obtained for the Caz;Mg,;,Zn;. Yb,cB; alloy with the
lowest roughness values. The results of the cytotoxicity tests also showed that the alloy with 3 at.%
boron was characterized by the highest cell viability. The investigation results discussed in the work
allow us to suggest that the presented calcium alloys with 3 at.% of B, and 2 at.% of Au addition may
be promising materials for the use in implantology.

Modern methods of treating diseases of the musculoskeletal system place high demands on materials used in
medicine, including those used for bone implants fabrication. These materials should have many properties
(e.g. mechanical, physicochemical, corrosive), but most of all they should be biocompatible (biotolerant) and
non-toxic’,

In recent years, biocompatible and biodegradable implants, such as polymer, ceramic, and metallic (e.g.
magnesium-based alloys), which degrade slowly after implantation, have been extensively researched. This kind
of biomaterial is more beneficial because it reduces the cost of healthcare and eliminates the next surgery to
remove implants®*. Among these biomaterials proposed for bone implants, calcium-based alloys are found. In
the literature, there is not as much work on the use of Ca-based alloys with various additives, such as magnesium,
zing, ytterbium, boron, and gold in implantology. Therefore, it seems to be very interesting to present the behavior
of such alloys in the human body environment, especially from a biological point of view.

It should be mentioned that calcium and most calcium-based alloying elements are present in the human
body as micronutrients (e.g. zinc, boron) and macronutrients (e.g. calcium, magnesium). These are elements
necessary for healthy functioning (also known as bioelements). Calcium is one of the minerals present in the
body, necessary for its proper functioning. The total amount of calcium in an adult human body is approximately
1200 g, which is 1.5% of body weight. 99% of Ca is present in bones in the form of bound to apatite, the remainder
is present in the ionized form in the intracellular and extracellular fluid. Furthermore, calcium is en inexpensive
element with low density (1.55 g/em®), which is essential for the application of short-term calcium-based alloys
in orthopedic implants®, Biodegradable magnesium is highly biocompatible. It has mechanical properties similar
to natural bones. Furthermore, Mg as an alloying ¢lement improves mechanical properties and corrosion resist-
ance. This extremely important macroelement has a multidirectional effect on the human body®. Therefore, it has
been used in the treatment and prevention of many diseases. Most of all, magnesium is essential for the proper
structure of bone tissue. In addition to calcium, vitamin D, and phosphorus, it affects proper bone mineralization,
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protecting human against osteoporosis. Mg is responsible for the activity of osteoblasts and osteoclasts, i.e. cells
that are involved in bone metabolism®.

The next element, zinc, is a catalyst for many reactions. It participates in the transformation of proteins, fats,
and carbohydrates. Zn is necessary to maintain the stability of cell membranes. It has regulatory and structural
functions®. In addition, zinc participates in energy transformations and is an element necessary to maintain
proper body weight. In recent years, ytterbium, as a rare earth element, has been used as a promising alloy
additive to modify microstructures and improve the mechanical properties of traditional magnesium alloys’.
It has also been noted that ytterbium salts stimulate metabolism. Yu et al.® stated that the addition of 4% Yb to
the Mge:Zn;,Ca, alloy decreases the cytotoxicity in in vitro studies. Boron is a very important element that has
a positive effect on immunity and has anti-inflammatory properties. It has a positive effect on bone health and
prevention of arthritis, playing 2 potential role in bone formation®'%, calcium, vitamin D, magnesium, phos-
phorus, and fluoride metabolism (ensuring that these micronutrients are at the correct levels and that vitamins
are better absorbed). These make boron useful in the prevention of osteoporosis and rheumatic diseases. Some
works suggest that boron may be a natural anticancer agent''. Gold as an alloying additive also has anticancer
properties'®. The results show that Au compounds are more cytotoxic to cancer cells than to healthy ones™. In
addition, gold compounds show healing properties. Due to reactions with skin lipids, gold nanoparticles are
able to open the stratum corneum and penetrate through it*, and the degree of penetration depends on their
physicochemical properties™.

The correct selection of the composition of a potential biomaterial is extremely important. Improper selec-
tion of a metal material or alloy used in an implantology can result in an allergic reaction in the body, known
as metallosis'®. It is caused by the passage of implant fragments into its environment {which is usually caused
by abrasive wear on the implant surface), migration of corresion products from the implant surface to the sur-
rounding environment, or by the reaction of metal ions in contact with human bedy fluids. Metallosis can occur
in several ways. There is quiet, sharp, and discreet metallosis.

The basic property of the material, which determines its suitability for biomedical applications, is biotolerance.
Biocompatibility evaluation”, according to an international standard, requires in vitro tests on isolated cells or
tissues, as well as in vivo tests in animals and preclinical trials®. In vitro tests are a way to initially determine
the behavior of living cells in the presence of the tested biomaterial. One of the basic in vitro tests is a biologi-
cal cytotoxicity of materials used in medicine. Toxic substances released by the material in contact with tissues
or body fluids can damage the cell membrane, change the metabolic activity of cells, and damage the genetic
material of the cell. Cytotoxicity is the evaluation of the effect of a potential biomaterial on cells observed under
a microscope after & predetermined period of exposure or by the activity of enzymes proving the viability of the
cells. However, it should be mentioned that the cytotoxicity test does not ensure the maintenance of all the con-
ditions of the physiological environment, but it is a study evaluating the behavior of living cells in contact with
the biomaterial. Each medical device or the materials used for its production, also intended for implantation,
are compliant with biological tissues, cells, and body fluids. The types of methods for in vitro and in vivo tests
related to the assessment of biological compliance of medical devices constitute the content of the applicable
PN-EN ISO 10993-1:2010 standard (Biological assessment of medical devices—Part 1: Evaluation and testing in
the risk management process). The selection of method depends on the use of the product, the time the implant
spent in the human body, and the type of contact (including external, internal contact, intact skin, mucous
membranes, contact with blood, bone tissue, tissue fluids, etc.). Taking into consideration the time of contact
of the biomaterial with the body, this standard classifies medical devices into those that remain in the patient's
body for no longer than 24 h, over 24 h, but no longer than 30 days, and which are in constant centact, i.e. over
30 days. Among the biocompatibility tests, depending on the duration of contact with the organism and the
intended use of the biomaterial, the following can be distinguished'®:

= in vitro cytotoxicity,

= sensitizing effect,

=~ irritating effect or intracutaneous reactivity,

=acute systemic toxicity,

= subacute and subchronic toxicity,

= genotoxicity,

= post-implantation reaction and compatibility with blood.

Different compounds interact with cells in different ways, disrupting or not their life processes. One of the
basic documents for the assessment of the toxicity of medical devices is the PN-EN ISQ 10993-5:2009 standard.
Biological evaluation of medical devices—Part 5: In vitro cytotoxicity tests. Cytotoxic activity can be determined
on the basis of changes that occur in cells under the influence of the studied material in relation to the control
sample™™. The control sample is 2 cell culture carried out without biomaterial or with material in the generally
known cytotoxic concentration range. When determining the viability of cells on the basis of the number of
dead cells in contact with the biomaterial, this study may disqualify the biomaterial for further use. One of the
most widely used assays to test cell viability is the MTT assay'®. This test does not provide information on the
type of toxins that occur. It determines the biological effects known as the cytotoxicity of materials of different
compaosition®.

In this context, the aim of the work was to study the biological and corrosion behavior of six Ca-Mg-Zn-Yb
alloys with various additions of boron and gold. In vitro cytotoxicity tests do not allow one to recreate all the
conditions present in & living organism, but they are an excellent way to initially determine the behavior of
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living cells in the contact with tested potential biomaterial. Moreover, the authors wanted to verify which of the
proposed alloy compositions is more cytocompatible and corrosion resistant.

Materials and methods

Materials characterisation. The investigations were carried out on CazMg,:ZnsYhys (B, alloys (x=0, 1,
2, 3 2t.%) and Cay:Mg,:ZnyYbys0,B,Au, alloys (x=1, 2 at.%). Base alloys were produced by induction melting
of elements with a purity of 99.9%. The alloys were remelted several times to obtain a homogeneous compasition
of ingots. All alloys were cast under an inert atmosphere. The casting chamber was purged with argon, but this
did not provide enough air reduction in the chamber. Rapidly cooled samples in the form of plates with a length
and width of 10 mm and a thickness of | mm were cast using copper mold casting.

The topography and roughness measurements of the samples were performed using the ZEISS LSM Exciter 5
confocal microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany) with an observation system of 4 lasers of wavelength in the
range of 405 to 633 nm. The device was equipped with a ZEN image acquisition and analysis system. The surfaces
of the samples were mechanically polished with SiC papers from 500 to 2400 gradation before the observations
by confocal microscope. Then, they were polished with a diamond suspension and cleaned with elcohol.

Electrochemical measurements. The corrosion resistance was assessed on the basis of electrochemical
tests. Measurements were carried outin PWE (NaCl—5.75 g-em=3, KCl1—0.38 g-.em™?, CaCl;-6H,0—0.394 g-cm™3,
MgCl-6H,0—0.2 gem™, CH;COONa—4.62 gem™, Na;C:H:0-2H.0—0.9 g-em™) and Ringer’s solution
(8.6 g/dm? NaCl, 0.3 g/dm® KC], and 0.48 g/dm?* CaCl,-6H,0) at 37 °C using an Autolab 302 N potentiostat
{Metrohm AG, Herisau, Switzerland). The conditions of the experiment were similar to the natural environment
inside the organism. The potentiostat was equipped with a cell containing the reference electrode (saturated
calomel electrode) and the counter electrode (platinum red). The CaMgZnYbBAu zlloys in the form of plates
were tested with 3600 s of open circuit potential (E..). Potentiodynamic curves with Tafel's extrapolation were
recorded in a potential range from Ej. = 250 mV to E ..+ 250 mV, a scan rate was 1 mV. 5™\, The corrosion
potential (E_ ) and corrosion current density (f,,.) were determined by Tafel’s extrapolation using cathodic and
anedic branches of the polarization curves.

Corrosion products analysis.  After 48 h of immersion in Ringer’s and PWE solutions, the surfaces of the
corroded samples were observed with corrosion products using scanning electron microscepe (SEM, Thorn-
wood, New York, USA), which was equipped with an energy dispersive X-ray spectrometer { EDS) detector. Fou-
rier transform infrared (FTIR) spectroscopy was also used to analyze the corrosion products. FTIR spectra were
recorded at room temperature for the Cas;Mg,:Zn3Yb, B, and Cay; Mg :ZnygYb, B:Au; alloys using a Nicolet
6700/8700 FTIR spectrometer {Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Before the measurements, the corro-
sion products were collected from the surface of the immersed samples and mixed together with dry KBr. The
samples were performed in transmission mode in & mid infrared range of 4000-400 cm™.

Cytotoxicity tests. Human osteosarcoma cells (U2-08) derived from the ATCC+ HTB-96™ collection
were used to evaluate the cytocompatibility of the experimental alloys. Cells were cultured using McCoy'’s 5a
Medium Modified medium, supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS), and 100 U mI** penicillin and
100 pgml*! streptomycin. The cells were stored in an atmosphere of 37 °C saturated with water vapor and
enriched with 5% CO,. The medium was changed every 2-3 days and cells were passed at 90% confluence. Bio-
compatibility was performed by indirect contact. Samples in the form of plates for cytotoxicity assessment were
1 mm thick. They were sterilized in an autoclave at 121 °C for 21 min at a steam pressure of 1.5 bar.

According to ISO 10993-5:1599, the extraction medium was prepared using serum-free culture medium
with a surface area to extraction medium ratio of 1 cm?*/ml in an atmosphere saturated with steam with water
supplemented with 5% CQ, at 37 °C for 24 and 72 h. The extract was stored at 4 °C prior to the cytotoxicity test.
Pure extract (100%) diluted with culture medium 1:1, 1:2, 1:4, and 1:8 were used for the tests.

Cells were incubated in 96-well culture plates at  density of 5x 107 cells/100 pl medium in each well and
incubated for 48 h to allow cell adhesion and log growth to be achieved. After this time, the medium was replaced
with 100 pl of extraction medium and incubated for 24 and 48 h. After this time, the supernatant was decanted,
and 100 pl of MTT reagent dissolved in medium at a final concentration of 1 mg/ml was added to each well.
The samples were incubated with the MTT reagent for 4 h at 37 °C. The medium was then gently decanted and
200 p! of DMSO was added to dissolve the resulting formazan crystals. The spectrophotometric absorbance of
the samples was measured with a microplate reader (BioTek ELx800) at 570 nm with a reference wavelength of
630 nm. The schematic illustration of the cytotoxicity test provided in this work is presented in Fig. 1. (1,2} The
extraction medium was prepared using a ratio of alloy culture medium with 2 surface area to extraction medium
ratio of I cm?/ml for 24 h (2) and 72 h (2'). (3) After the alloy extraction period the sample was removed and
the medium was centrifuged (4). (3) In O2-0S cells the indirect extract was added and the cells were incubated
for 24 h or 48 h. (6) After the incubation period 24 h (6) or 48 h (6") the supernatant was decanted and 100 pl
of MTT reagent dissolved in medium was added to each well. Microplate was incubated for 4 h in a humidified
atmosphere, such as + 37 °C, 3% CO;. The medium was then gently decanted and 200 pl of DMSO was added to
dissolve the crystals. (7} A 96 well plate after the MTT assay. Metabolism of MTT to a formazan salt by viable
cells, as shown in & 96-well plate. The decrease in the number of viable and metabolically active cells results in
the decreasing intensity of the purple color observed.
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Figure 1. Schematic ilustration of cytotoxicity test according with ISO 10993-5:1999.

Results and discussion

The resorbable CaMgZnYbBAu alloys in a form of plates had an amorphous structure (Ca;:Mg,:Zn3Yh g
Ca3:Mg::Zn3 Yb cB;), an amorphous structure with some crystalline phases, such as CaZn, MgZn
(CayMg2Zny;Yby-B), Cas:Mg;:ZnyYb :B;) and en amorphous structure with CaZn, MgZn and CaZn; crys-
talline phases (CauMEl;Zn;sYb,eB,Au. Cay:Mg::ZnyYb  B;Au;). All identified phases were embedded in the
amorphous structure>=>*. The structure studies of the alloys were completed by the surface topography analysis.
The surface topography of the alloys studied was observed using 2 confocal microscope (Fig. 2). Measurements
were carried out in an area of 3.6 x 10° um? (600 x 600 um). The surfaces of the Cay;;Mg,.Zn,;Yb,; B_alloys
(x=0,1,2,3at.%)and Ca;;:Mg,:Zn3; b2, B, Au, alloys (x=1, 2 at.%) were similar in their topography, and had
a granular structure. This was in agreement with small changes in the structure of these alloys. It is well known
that the surface roughness values of alloys influence the corrosion resistance and cell viability. Any scratches
on the metel surface may increase stress, i.e., reduce crack resistance. This leads to stress corrosion cracking or
hydrogen embrittlement, which finally causes premature failure of biodegradable implants during operation®,
Many works, especially on Mg-based alloys, show that initial surface roughness influences the intensity of cor-
rosion behavior'™*, Additionally, for orthopedic implants that come into contact with blood, it is important to
minimize surface roughness.

In addition, a surface roughness analysis was also performed. The surface roughness parameters (roughness
average—R, and root mean square—R,) of the Ca-based alloys were determined and listed in Table 1. The enalysis
showed that the roughness values for all of the alloys studied were similar. However, the lowest roughness velues
were obtained for the Ca;;Mg,:Zn;3Yb,:B; and Cay:Mg,2ZnyYb;; alloys. These may suggest that these alloys
were more corrosion resistant, because the lower the roughness values, the higher the corrosion resistance®",
It should also be noted that corrosion resistance is dependent not only on the surface roughness but elso on the
ability of the alloy to form a protective passive film on its surface™. Mitchell et al.?” studied the effect of surface
roughness on the corrosion behavior of AZ31 Mg alloys for 672 h of immersion in a solution of 3.5 wt.% NaClL
The results have shown that the corrosion rate and the formation of the oxide layer (MgQ) on the surface of the
AZ31 alloy were proportional to the average roughness value (R,) of the samples. The surface of the roughened
sample had pores and microcracks that were potential places for the corrosion initiation. Moreover, in this sam-
ple, the dissolution of the metals was greater, resulting in mass reduction. In the studies performed by Walter
et al.®® the passivation behavior of the AZ91 alloy with different surface roughness was presented. The authors
suggested that the surface roughness of the Mg alloy played a critical role in the corrosion resistance in the 3.5%
NaCl environment. They confirmed that the sample with & smoother surface has shown a greater tendency to
passivation and pitting resistance than the sample with a higher surface roughness.
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Figure 2. Confocal images of the Ca;,Mg,,Zn, Yb . B, (x=0, 1,2, 3 at.%) and Ca,,;Mg,.Zn,;Yb, . B Au,
{x=1, 2 at.%) alloys in a form of plate: {a) Ca;;Mg,,Zn;;Yb,.; (b) Ca;;Mg,.Zn, . Yb,-B, ; (c)
CayyMg,.Zny, Vb, B; (d) Cay,Mg,,Zn, Vb, By (e) Cay. Mg, Zn,Yb, B, Au {f) CayMg,.ZnYb, B, Au,.

CaysMpaZm Yo,

142 (20.023)
Cay; Mg Z, 5,8, Bl 184 (£0.022)
CayaMB. 2,V 5, B, B2 179 (=0.02)
CayMB.aZty, Y5,48, B3 1.09 (=0.021) 139 (£0.023)
CapMp.Zm, Y5, B, Ac | Aul 1.26 (=003} 1.62 (= 0.028)
CaysMpuZm¥ouBidu: | Au2 1.4 (20416} 1.76 (£0.019)

Table 1. Surface roughness parameters for the Cay; Mg, :Zn;3Ybys B, (x=0, 1, 2, 3 at.%) and
Ca;,Mg,.Zn, . Yb,, . B Au, (x=1, 2 at.%) alloys.

Electrochemical tests in PWE solution were presented in both the open circuit potential (Eqcs) and the
potentiodynamic curves (Fig. 3). Changes in the Eqc- potential were measured to evaluate protective properties
of the alloys Cay;Mg;:Zn;Ybys B, (x=0, 1, 2, 3at.%) and Cay,Mg;:Znys Yy o BoAu, (x=1, 2 at.%). The curves
determined for 2 stationary potential as a function of immersion time indicate that CaMgZnYbBAu alloys in plate
form were active in PWE solution (Fig. 3a). Furthermore, the alloys studied were characterized by significant
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Figure 3. Changes of open-circuit potential with time {a} and polarization curves (b) of CaMgZnYbBAu alloys
in a form of plates in PWE solution at 37 °C.
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Cay Mg, Zny Yb, B,

Cay Mg, Zny Yb,oB,

CapgMgaZny, Yb B Ac,

Cap Mg, Zny Yb, BiAu,

Table 2. Comparison of electrochemical properties for Ca;;Mg,:ZngYb s, B, (x=0, 1, 2, 3 at.%) and
Caz: Mg :ZnysYbyg o, By Au, (x=1, 2 2t.%) alloys in Ringer’s solution and PWE fluid at 37 °C.

fluctuations. It can also be observed that the Cas; Mg :Zny; Yb, B Au; and Cayp; Mg 2ZnyYb,(B; alloys were more
stable in PWE solution compared to the others. The Eyc- potentials were similar for all CaMgZnYbBAu alloys.
They were in the range of = 1.3 V to = 1.2 V. Furthermore, the differences in E: potential between alloys with
1 and 2 at.% Au were not greater than 50 mV. The same situation was observed for the alloys with and without
boron content. Polarization curves for alloys with | and 2 at.% of B were located at higher current values above
100 pA/em? (Fig. 3b). This may suggest that the Ca,.Mg,,Zn, Yb,.B, and Ca,,Mg,,Zn, Yb, B, alloys exhibit lower
corrosion resistance. The extrapolation of the polarization curves using the Tafel's method allowed us to deter-
mine the corrosion current density (j_...) and polarization resistance (R,) of the CaMgZnYbBAu alloys (Table 2).

The lowest value of corrosion current density was observed in PWE ﬁuid. cqual to 10.6 pA-cm™, was observed
for the Ca-based zlloy with 2 at.% Au. The slightly higher values of j... (equal to 18 and 29 pA.cm™?) were
obtained for alloys with 1 at.% Au and 3 at.% B. These alloys (Cay;Mg;:Zn35Yb,:B;, CayzMg :ZnsYb B, Au,,
Cap Mg, Zn3:Yb B Au,) were characterized by higher polarization resistance that indicate better corrosion
resistance compared to alloys BO, Bl and B2. The low j ., and high R; of the Ca;:Mg;:Zn3Yb, 5B, alloy is consist-
ent with the small roughness values.

For comparison, the changes in Egcs with time and polarization curves for all alloys in Ringer’s solution were
presented in Fig. 4. The lowest values of corrosion current density in Ringer's solution were observed for alloys
with 1 and 2 at.% addition of Au**-*.

The surface roughness of implants is assumed to be an important factor in the osseointegration of these
materials®. This parameter is responsible for the degradation of metallic materials™®, Studies on the impact
of surface roughness on the corrosive behavior of magnesium alloy (AZS1) in & chloride-containing environ-
ment at room temperature showed that the pitting corrosion of the alloy critical depends on the roughness of
the surface®.

The smoother surface of Ca alloy with 3 at.% of B improved the corrosion resistance in the chloride environ-
ment, Therefore, it is very important to design alloys with optimal surface roughness to improve their corrosion
properties* . Reddy et al.* studied the effect of surface roughness on the corrosion behavior in 3.5 wt.% NaCl
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Figure 4. Changes of open-circuit potential with time {a} and polarization curves (b) of CaMgZnYbBAu alloys
in a form of plates in Ringer’s solution at 37 °C*%,

of two AZ31 and AZ80 alloys. The researchers stated that the higher corrosion resistance of AZ80 compered
to AZ31 was due to lower surface roughness. Hence, the lower surface roughness of the samples improves sur-
face integrity in such a way as to increase corrosion resistance®. Similar results were obtained in terms of the
correlation between surface roughness and corrosion resistance of biomedical materials for stainless steel and
titanium alloys™-%.

The corrosion resistance of orthopedic implants depends on the alloy edditives. Calcium as a base metal
increases strength and hardness. The influence of Ca on the microstructure of the alloy and electrochemical
behavior can also be seen®. This element is important in the context of the kinetics of implant degradation because
it increases their resorption. Magnesium in Ca-based alloys has mechanical properties similar to those of human
bones, but it is characterized by a high corrosion rate®. This disadvantage of Mg can be reduced by the addition
of Zn, Yb, B, and Au metals to Ca-based alloys. The addition of Zn causes grain refinement and the formation of
secondary phases, which affects the mechanical and corrosive properties of Mg alloys, because zinc improves the
corrosion potential of the biomedical material*’. Moreover, Zn transforms impurities such as iron, copper, and
nickel into harmless intermetallic compounds, thus reducing their corrosion-promoting effects”. The physical
and chemical properties of Yb as a rare-carth element are similar to those of calcium. The authors* studied the
corrosion behavior in simulated body fluid (SBF) of amorphous Mg-Zn-Yb-Ag alloys with different contents of
ytterbium. They stated that the addition of 4 at % of Yb significantly improved the corrosion resistance compared
to the other alloys tested. In the work™ there was observed that ytterbium has a positive effect on the corrosion
resistance of Ca-Mg-Zn alloys in chloride-rich Ringer solution. In addition, the authors in® suggested that the
addition of boron and gold to a Ca-based alloys slowed the corrosion rate (due to creating a barrier among Ca,
B, and Clions and forming a thick layer of corrosion products) and decreased the evolution of H,.

Furthermore, Hernandez-Rodriguez et al.*! tested the effect of different boron content (0.06, 0.25, 0.5 and
1 wt.%) in a CoCrMo biocompatible alloy on corrosion resistance in phosphate buffered seline (PBS). They
observed an improvement in corrosion resistance with increased B content. Similar electrochemical corrosion
results were achieved during immersion in Ringer’s solution®*-*. The good anticorrosive properties of such alloys
were also resulted from the addition of gold as an alloying element® or as nanoparticles located in an applied
coating“'“. Lee et al.* studied the corrosion resistance of Ti-xAu alloys (x=35, 10, 15, 20 and 40 wt.%) in 0.9%
NaCl solution at 37 °C. They stated that the Ti-20Au alloy exhibited the lowest E,,.. value, equal to = 278.33 mV,
but the lowest corrosion current density was observed for the Ti-5Au elloy. Thin gold films (with a thickness
of about 50 and 100 nm) which have been applied to Ni-Cr-Mo alloys using magnetron sputtering technique
were tested by Wadullah et al.*. The corrosion behavior of the samples was studied in an artificial saliva solu-
tion at 37 °C. The authors observed lower values for corrosion current densities and higher values for corrosion
potentizls for alloys coated with gold.

The biocompatibility of the CaMgZnYbBAu alloys was studied using the MTT assay, which is en indicator of
cell viability, proliferation, and cytotoxicity (see Fig. 3). It is known that osteoblastic cell adhesion, their growth,
and proliferation were correlated with surface roughness. Moreover, the interactions between ostecblasts and
orthopedic biomaterials depend on the development of bone-implant interfaces. Because of that, osteoblastic
adhesion is very important for the first bone-biomaterial interaction®®4,

The colorimetric MTT assay is characterized by high sensitivity and therefore it can be used to study a large
number of different samples®. The amount of MTT assay is proportional to the number of metabolically active
cell cultures, It should be mentioned that cells have limited ability to proliferate. They can divide about 50 times
with a culture medium that is frequently changed. Samples with absorption values less than 50% of division
activity are considered toxic™. In our studies, the biocompatible effect of the samples was studied by indirect
contact'?. The extracts of the samples (in a form of plates) after 24 and 72 h were added to the cells. The time for
cell incubation was 24 and 48 h. In addition, the content of the extracts was 100, 50, 25 and 12.5%, adequately.
The results of the cytotoxicity tests showed that the Cay,Mg;;:Zny;Yb,;B; alloy was characterized by the high-
est cell viability (Fig. 5d). Cell viability greater than 100% was visible both for 24 and 48 h of incubation and
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Figure 5. Cytotoxicity of U2-OS cells cultured in extraction mediums after 24 and 48 h of incubation for
alloys: (a) Cey: Mg :ZnyYb,g (b) CayMg :ZnyYb-By; () CazpMg 2 ZnYb By (d) Caya Mg :ZnysYby By (e)
Cay Mg :ZnyYby B Au; (f) Caz;Mg 2 ZnyYb, By Au,. Data are the mean £ SD of three independent experiments.
*p<0.05 and **p<0.01 versus control.

for 24 and 74 h of extraction. Slightly lower cell viability was observed for the Ca-based zlloy with 2 at.% Au
(Fig. 5f). The cytotoxicity results were in agreement with the corrosion resistance of the Ca;;Mg,:ZnYb,:B; and
Ca;: Mg :Zn3yYb, By Au; alloys. It can also be stated that the alloy without boren is toxic and cannot be used asa
potential biomaterial. Hakki et al."” studied boron effect of the addition on the cell proliferation. The impact of B
concentrations on cell viability was evaluated at 24 and 48 h using an MTT assay. The authors stated that boron
plays an important role in bone metabolism'’. The effect of Au was commented on in*” in which its influence
on Fe-based alloy properties was investigated. The authors*” assessed that the addition of 3 wt.% Au in Fe-based
alloys is an alternative to bioresorbable materials due to mechanical properties and biocompatibility understood,
among others, as a cell vialibity and with the appropriate degradation rate.

Scientific Reports|  (2022) 12:21007 | https://doi.org/10.1038/s41558-022-25069-6 nature portfolio

139



Resorbowalne stopy Ca-Mg-Zn z dodatkiem iterbu, boru i ztota do zastosowan biomedycznych
mgr inz. Dawid Szyba

www.nature.com/scientificreports/

Approxnmatclv 2 hundred data are related to the biocompatibility of bioresorbable Mg-based alloys®-*",
Article® presents data on mitochondrial metabolic activity of cells exposed, among others, to pure \dg alloy
for 24 h. Analysis using MTT and LIVE/DEAD assays indicated metabolic acticity over 80% that was summer-
ized as high cell viability™. In another work®!, cytotoxicity studies showed that Mg-1.2Ca-1Zn zlloy extraction
medium resulted in higher cell vizbility than composition with Bi addition. The authors™ referred to the study™,
in which the in vitro cytotoxicity of Y, Nd, Dy, Pr, Gd, La, Ce, Eu, Li, and Zr was analyzed. According to work®,
the cytotoxicity of Ce and La is strongly associated with ionic radii, therefore, the biocompatibility of elloys with
the addition of Bi was lower compared to the Mg-1.2Ca-1Zn alloy®. In this work, the cytotoxicity of Ca-based
alloys could also be related with the differences between the ionic radii of B and Au. In the work™ there are also
results of cytotoxicity studies on bmrcsorbablc Zn-Mg alloys. According to the plot of cell viability measured
through the MTT test presented in®, the viability of cells after 24 h in the Zn-1Mg alloy was slightly below 100%.
After 72 b, the value increased ebove 100%™, Moreover, in paper® the Ca-P coatings on the Mg-Zn-Zr alloy were
investigated. According to cytotoxicity studies, after three days of incubation, the Ca-P coating had & favorable
effect on biocompatibility compared to the uncoated alloy®.

After 48 h of immersion in Ringer’s solution and PWE fluid at 37 °C, the surface morphologies of the sam-
ples with corrosion products were microscopically observed. The analysis aimed to examine alloys with a lower
corrosion rate and a higher cell viability, such as Ca;;Mg;;Zn 3 Yb,:B; and Cey:Mg;:Zny Vb By Au,. The SEM
images are presented in Fig. 6. Microcracks were observed in all alloy samples, due to dehydration during the
drying of the samples. In addition, the surfaces of the alloys were covered with corrosion products, and some
corrosion products were also observed to fall off of the surface. It can also be seen that the entire surface of the
samples with 3 at.% of boron and with 2 at.% of Au after immersion in PWE was not covered with corrosion
products (Fig. 6e,g). Furthermore, the shapes of the corrosion products were different depending on the type
of corrosive solution (Ringer’s or PWE solution). The samples exposed to Ringer’s solution were covered with
cuboid-shaped and needle-shaped corrosion products compared to the samples exposed to PWE fluid, where
flaky-shaped corrosion products can be seen.

In addition, EDS analysis and FTIR tests were performed for the corrosion products of the alloys and solutions
mentioned above (Figs. 7 and 8). The results of the EDS analysis showed that Zn, Yb, and O are the dominant
constituent elements of the particles. There were also low-intensity peaks from Mg, Ca, C, and CL The lower
intensity of chloride ions in corrosion products for both Ca-based alloys may suggest that these alloys were
corrosion resistant.

The obtained FTIR spectra confirmed the presence of carbonates on the surface of the studied plates after
7 days of the immersion test in both PWE and Ringer's solutions. The peak observed at 1643 cm™' for the B3
sample (Ca,,Mg,,Zn,;Yb,:B,) kept in Ringer's solution is associated with the § O-H vibration of water™, while
the highly visible broad peak around 854 cm™! {from the Zn-0 vibration) confirmed, that the corrosion products
presented on the surface are probably related to the ZnCQ,*%. The characteristic of carbonates v, symmetric,
v; asymmetric and v, symmetric vibrations were observed at 1082, 874, 854 and 713 cm™'*. Interestingly, the v;
asymmetric vibrations of CO;*" appeared at different wave numbers for analyzed samples. For example, sample
B3 after immersion in the Ringer’s solution was characterized by very broad peaks at 1573, 1485 and 1405 cm™/,
while the Ca,»\{guZn,g\’b,,,B;Au sample immersed in the same solution showed the v; asymmetric vibrations
observed at 1450 and 1402 cm™". This phenomenon is related to differences in the complex crystal structure of the
resulting corrosion products. The same findings were described years ago by Lee and Condrate™. The carbonate
ion lies in & lower symmetry than that of unperturbed carbonate. Although only two bands can be observed for
free carbonate ion, for the carbonates (such as zincum carbonate), large splitting can be observed. Accordingly,
the structure and chemical composition of the formed carbonates are different for all samples and depend on
both the chemical composition of the alloys and the solution.

Conclusions

The purpose of the work was to study the biocompatible effect and corrosion behavior of the Ca,, Mg, Zn, . Yb . B,
(x=0,1,2,3at.%)and Cay;Mg,,Zn; Yb,, . B Au,_(x=1,2 at.%) alloys. The results of the investigations allowed
us to draw the following conclusions:

® The Auaddition of | and 2 at.% in CaMgZnYbB alloys and 3 at.% of B in CaMgZnYb improved corrosion
resistance in PWE solution compared to Ca,_Mg,;ZnMbes because of lower values of ... and higher R, The
B addition of 1 and 2% negatively affected the corrosion properties of the Ca;;Mg,:ZnyYb,; alloy in PWE
solution.

® The surface roughness analysis has shown that the lowest roughness values (R, and R; equal to 1.05 and
1.39 pm, respectively) were obtained for the alloy with 3 at.% of B. According to the results of the electro-
chemical measurements, the B addition of 3 at.% was more corrosion resistant compared to the addition of
2 and | at.% of B. The results of cytotoxicity tests using the MTT assay also showed that the alloy with 3 at.%
of B was characterized by the highest cell viability, over 100% for both 24 and 48 h of incubation.

® The FTIR results indicated the presence mainly of carbonates with different structure and chemi-
cal composition {due to different alloy and solution compositions), on the surfaces of both the studied
Caz:Mg;:Zn3;Yb,:B; and Ca;;:Mg,3Zn3Yb, B;Au; samples studied immersed in Ringer’s solution and PWE
fluid.
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Figure 6. SEM images of samples’ surfaces with corrosion products after 48 h of immersion in Ringer’s solution
at 37 °C for: (a,b) Ca;;Mg,,Zn, Yb,.By; (c,d) Ca;;Mg,,Zn, Yb, B, Au,, and after immersion in PWE fluid: (¢,f)
Ca; Mg, Zny Yby By (gh) Cay, Mg Zny Yo, BoAu,.
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Figure 7. EDS analysis for corrosion preducts after 48 h of immersion in Ringer’s solution at 37 °C
for: (a) Cas:Mg :Zn3: Y :B5 (b) CazMg,:Zn33 Vb, B:Au,, and after immersion in PWE fluid for: (c)
Caz; Mg :Zn3 YbsBy; (d) Cay ;Mg 2Zn3Yb, BiAu;.
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Figure 8. FTIR spectra of Ca;;Mg;:Zn;Yb,:B; and CapMg,:ZngYb, B:Au; samples after immersion test in
Ringer's and PWE solutions with marked characteristic vibrations.
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9. Podsumowanie i wnioski

Wybor stopow Ca-Mg-Zn do badan nie byt przypadkowy. Podczas doboru
odpowiednich pierwiastkow spetniajacych kryteria dotyczace materiatow biodegradowalnych,
to wlasnie stopy Ca-Mg-Zn posiadaly zadowalajagce wlasnosci. Natomiast, poziom
cytotoksycznosci, degradacji oraz ich wtasnos$ci mechaniczne zadecydowaty o wyborze stopéw
Ca-Mg-Zn z dodatkami: Yb, Au i B. Pierwotnie, w opracowaniu sktadu chemicznego stopow,
brano pod uwage fosfor, lecz ze wzgledu na jego parowanie w czasie wytopu wlewka
zrezygnowano z niego i zdecydowano si¢ na niskotoksyczne ztoto (99,99%). Wczesniej
wspomniano, ze ztoto w postaci soli lub podluznych, ostro zakonczonych czasteczek jest
cytotoksyczne — w przeciwienstwie do zastosowanego w rozprawie ztota w postaci metaliczne;j.

Kolejnym dodatkiem do stopu Ca-Mg-Zn jest bor, ze wzgledu na jego wykorzystanie
w implantach Ti-Al-V-B, w ktorych zauwazono poprawe odporno$ci korozyjnej oraz lepsze
zachowanie w miejscu potaczenia implantu z koscig (brak jej uszkodzenia po dluzszym czasie
od wszczepienia implantu). W literaturze dostgpne sg dane na temat wiasnosci, jakie posiada
bor, ktére wspomagaja gospodarke hormonalng oraz zwigkszaja wchtanianie magnezu i wapnia
w uktadzie kostnym [69]. Pamig¢tajac, ze zrodta literaturowe wykazaty przestrzen dla rozwoju
zastosowania biomedycznego stopéw Ca-Mg-Zn, niniejsza rozprawa doktorska - mozliwie
w przysztosci - rozwinie prace nad badaniem wtasno$ci zastosowanych stopow jako materiatow
biokompatybilnych. Od obiecujagcych wynikow testu cytotoksyczno$ci, bedacego jednym
z kluczowych badan biomedycznych zalezy zastosowanie stopéw Ca-Mg-Zn z wybranymi
dodatkami stopowymi jako kandydatow na biomateriaty.

Stopy amorficzne powinny wykazywa¢ zwigkszong odpornos¢ na korozje
w poréwnaniu do stopow krystalicznych, ze wzgledu na ich jednofazowa budowe i brak
uporzadkowania dalekiego zasiggu. Stopy na bazie CaMgZn zostaly zmodyfikowane
dodatkami Yb, B i Au, w celu poprawy ich wtasnosci korozyjnych, a takze zwigkszenia
biokompatybilnosci. Wptyw dodatku boru na aktywnos$¢ korozyjng stopéw Caz2Mgi12ZnzgYbis.
xBx (X = 1, 2, 3 at.%) =zostat zweryfikowany za pomocg badan zanurzeniowych
I elektrochemicznych. Wytworzone stopy: Cas:Mgi2ZnssYbisxBx (X = 0, 1, 2, 3 at.%)
I Caz2MQ12Zn3gYbig-2xBxAux (X = 1, 2 at.%) badano w roztworach PWE i Ringera, aby okresli¢
ich potencjalne zastosowanie na resorbowalne biomateriaty krotkookresowe. Pomiary
elektrochemiczne wykazaly, ze aktywno$¢ korozyjna tych materiatow zmniejsza si¢ wraz

Z obnizonym udzialem wapnia.
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W rozdziale dotyczacym badan potencjodynamicznych stopow na bazie Ca-Mg-Zn
dokonano pomiardéw: gestosci pradu korozyjnego (jeorr), potencjatu korozyjnego (Ecorr) 1 OpOru
polaryzacyjnego (Rp). W ramach badan immersyjnych obserwowano rowniez zwigkszenie
objetosci uwolnionego wodoru (H2) w funkcji czasu zanurzenia dla trojsktadnikowych stopow
amorficznych Ca-Mg-Zn. Stopy zawierajace B wyrdzniaja si¢ nizszym potencjatem
korozyjnym i mniejsza gestoscig pradu korozyjnego w roztworze Ringera, w poroéwnaniu
z trojsktadnikowymi stopami. Pomiary elektrochemiczne wykazaty, ze potencjat korozyjny
zmniejszal si¢ wraz ze zwigkszeniem udziatlu B w badanych stopach i gestos¢ pradu korozji
wykazala tendencje malejaca. Dodatek ztota o udziale 1 i 2 at.% w stopach CaMgZnYbB i boru
0 udziale 3 at.% w CaMgZnYb zmniejsza aktywno$¢ korozyjna w roztworze PWE,
w porownaniu do Caz2Mg12ZnzgYbig, ze wzgledu na mniejsze wartoSci jeorr i Wyzszy opor
polaryzacyjny, Rp. Dodatek boru w stgzeniu 1 i 2 at.% negatywnie wplynat na wiasnosci
korozyjne stopu Casz2Mgi12ZnsgYbig zanurzonego w ptynie PWE. W roztworze Ringera,
aktywno$¢  korozyjna  stopéw  Caz2MQi12ZnsgYbisB2,  CasMgi12ZnzgYbisBs  oraz
Caz2Mg12Zn38YbigoxBxAux (X = 1, 2 at.%) obnizata si¢ wzgledem stopu Caz2Mg12ZnsgYbss.
Jedynie w przypadku stopu Cas2Mgi12Zn3gYb17B1 zaobserwowano zwigkszenie aktywnoS$ci
korozyjnej.

Wyniki spektroskopii EDS i XPS wykazaty, ze powierzchnia stopu Caz2ZnsgMgi2Ybis
jest w wigkszos$ci pokryta tlenkami i wodorotlenkami. Mozna zaobserwowaé réwniez weglany
zaadsorbowane na powierzchni probki. Dodatkowo, cynk mozna powigzaé z wystapieniem
Zn0O. Analiza rentgenowska rowniez potwierdzila powstawanie wodorotlenkow wapnia
i iterbu, uwodnionego wodorotlenku cynku-wapnia i weglanu wapnia. Najwyzsza impedancja,
w przypadku grupy stopéw Ca-Mg-Zn-Yb, jest obserwowana dla Casz2ZnzsMgi2Ybas, co jest
spowodowane rezystancja produktow korozji powstatych na powierzchni probki.

Wiyniki FTIR wykazaty, ze na powierzchni badanych stopéw dominuja rézne weglany
o zroéznicowanej budowie i sktadzie chemicznym (ze wzgledu na rézne sklady stopow
i roztworow). Probki stopow CazaMg12ZnzsYb1sB3 i CazaMg12Zn3sY b14aB2Au2 przed badaniami
FTIR byly zanurzone w roztworze Ringera i ptynie wieloelektrolitowym PWE. Wyniki badan
zanurzeniowych dla stopow Cas2Mgi12Zn3sYbieB1Au1 i Caz2Mgi12ZnsgYb1aB2Au2 w roztworze
Ringera wraz z pomiarami XPS potwierdzily, ze produktami korozji powstalymi na
powierzchni probek byty glownie tlenki, wodorotlenki i weglany Ca i Zn. Wystepowanie tlenu
na powierzchni probek byto prawdopodobnie skorelowane z réznymi tlenkami, takimi, jak:
ZnO, MgO, CaO i Yb20s. Trawienie jonowe ujawnilo mieszane stany energetyczne YD,

sugerujagce mieszaning obszarow metalicznych 1 tlenkowych wraz z obecnosciag B 1 Au.
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Najprawdopodobniej te pierwiastki spowalniaja wnikanie roztworu Ringera pod warstwe
produktow korozji, tworzac barier¢ migdzy jonami Ca, B i Cl. Produktami korozji
zidentyfikowanymi metodg dyfrakcji rentgenowskiej byty: ZnO, CaCO3s, Mg(OH)2, Yb(OH)s,
Ca(Zn(OH),)3-2H.0 oraz CaB,O(OH)e-2H20. Ze wzgledu na powstawanie par atomowych
Ca-B, dodatkowy mechanizm zmniejszenia aktywnos$ci korozyjnej moze by¢ zwigzany ze
wzrostem produktow korozji CaB2O(OH)e-2H2O. Ponadto, podczas testow zanurzeniowych,
rozpuszczone Yb i Mg potaczyty sie w wyniku reakcji korozyjnej, tworzac warstwe produktow
korozji.

Na podstawie wynikow badan dostepnych w literaturze [199] ustalono, ze objetosc
uwolnionego Hz musi by¢ mniejsza niz ~ 1 ml/h, poniewaz w badaniach na zwierzgtach
(przeprowadzonych na szczurach) wykazano, ze absorpcja wodoru w formie gazowej,
w kieszeni podskornej, jest limitowana przez wspoOtczynnik dyfuzji wodoru w tkankach.
Calkowita szybkos¢ absorpcji wodoru zostata ustalona na poziomie 0,954 ml/h. W przypadku
stopow CassMg20Zn2s 1 CassMgi0Zn2s, wymusito to konieczno$¢ kontrolowania procesu
korozji. Wynika to z potencjalnego uszkodzenia tkanek ciata cztowieka w przypadku, kiedy
objetos¢ uwolnionego Hz znaczaco przekracza 1 ml/cm?-h.

Mniejsza chropowato$¢ powierzchni stopu Casz2Mgi12Zn3gYbisBs wptyneta na jego
mniejszg aktywnos¢ korozyjna, co spowodowato redukcj¢ objetosci uwolnionego Ho w czasie
wykonywania badan zanurzeniowych oraz redukcj¢ ilosci uwalnianych jonow do pozywki
uzywanej w badaniach cytotoksycznosci. Wyniki badan wykazaly, iz stopy
Caz2Mg12Zn3gYb17B1, Caz2Mgi12ZnsgYbieB2 i Cas2Mg12ZnssYbisBs wydzielaty nietoksyczne
ilosci wodoru (<1 ml/h). Warunek ten spehit rowniez stop Cas2ZnssMgi2Ybis, dla ktorego
objetos¢ uwolnionego Hz wynosita 1,1 ml/cm? po 2 h testu zanurzeniowego.

Zmiany potencjatu obwodu otwartego dla proponowanych stopéw CaMgZnYbBAu
wskazuja duzo mniejszg podatno$¢ na roztwarzanie niz W przypadku stopow Ca-Mg-Zn.
Wyniki badan EIS dla stopow Caz2Mgi2ZnssYbisxBxAux (X = 1, 2 at.%) wykazaly znacznie
wicksza impedancje badanych probek w poréwnaniu do CassMg2Znzs, CassMgioZnos
i Caz2Zn3sMgi2Ybss.

Wytrzymatos$¢ na $ciskanie i mikrotwardos$¢ stopoéw zostaly poprawione przez dodanie
boru i ztota, ale, niestety, zwigkszyta si¢ kruchos$¢ probek.

Wykonane badania, zwigzane z pozadanymi wiasno$ciami, przyniosty oczekiwany
efekt. Wyselekcjonowane stopy z wybranej grupy materiatdéw charakteryzowaly sie¢ niska
cytotoksycznoscig i aktywnos$cig korozyjng oraz korzystnymi wtasno$ciami mechanicznymi.

Badanie cytotoksyczno$ci wykazato wzrost komorkowy lepszy, niz oczekiwano. Na podstawie
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otrzymanych wynikow badan stopow, ktore zostaly wybrane na lamach tej rozprawy
doktorskiej mozna wnioskowaé, ze istnieje szansa na kontynuacje¢ badan nad tymi stopami, CO
ostatecznie moze klasyfikowa¢ je jako wysokiej jakosci materiaty biokompatybilne. Dzigki
dodatkowi zlota zamiast fosforu - cho¢ zmiana decyzji nie nastgpita samoistnie - Stopy
posiadaly najmniejsza szybkos$¢ korozji, co daje szans¢ na wykorzystanie ich, przyktadowo,
jako krotkookresowe implanty. Bor w badaniach wykazywal kompatybilne medycznie
wilasnosci. Stopy z tym dodatkiem charakteryzowaly si¢ najwyzszym wzrostem komérkowym
wzgledem pozostalej grupy badanych stopow. Za$ wyniki badan mechanicznych
I potencjodynamicznych pozwolity wyselekcjonowac stopy do dalszych badan.

Dzi¢ki badaniom potencjodynamicznym, mozna bylo wskaza¢ wartosci dla glownych
parametrow korozyjnych: gestosci pradu korozyjnego oraz potencjatu korozyjnego. Sa one
bezposrednio skorelowane z oporem polaryzacyjnym, ktory byt - poza badaniem
cytotoksycznosci - waznym wskaznikiem materialdw do potencjalnych zastosowan
w implantologii. Badania elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej uzupetnity wiedze

o korozyjnym zachowaniu badanych stopow.

Wyniki badan pozwolity wyciagnaé nastepujace wnioski:

e Na podstawie analizy strukturalnej stwierdzono, ze masywne szkla metaliczne Cags.
xMg10+xZn2s (X = 0, 10 at.%), Cas2Mg12Zn3sYbig oraz Caz2Mgi12ZnsgYb1sB2 posiadaja
strukture amorficzng, natomiast dla pozostatych stopow: Caz2Mgi2ZnssYb17Bu,
Caz2MQ12Zn3sYb1sB3, Caz2Mgi2ZnasYbisB1Au zidentyfikowano fazy krystaliczne
w amorficznej osnowie.

e Aktywno$¢ korozyjna stopow Ca2Mgi2ZnsgYbisBs 1 Caz2Mgi2ZnzgYb1sB2Auz
o strukturze amorficznej z udziatem faz krystalicznych mozna obnizy¢, a tym bardziej
regulowaé, przez doboér odpowiedniego sktadu chemicznego stopow, wiasciwag
chropowato$¢ powierzchni oraz wytworzenie na ich powierzchni produktéow korozji
przez dobor o$rodka korozyjnego, w ktorym moga powstac, np. borany wapnia,
charakteryzujace si¢ niskg rozpuszczalnos$cig w roztworach wodnych.

e Najlepsze wiasnosci elektrochemiczne, uwzgledniajac pomiary potencjatu obwodu
otwartego, Eocp, odnotowano dla probki stopu Caz2Mgi2ZnssYbuBoAu2 (Eocr =
-1221 mV), co moze sugerowac, ze stop ten charakteryzuje si¢ najmniejszg aktywnoscig
korozyjna. Biorgc pod uwage gestos¢ pradu korozyjnego, jeorr, zadowalajace wyniki
osiggnat stop CazxMQ12Zn3gYb14B2Au2, dla ktorego warto$¢ jeorr W pltynie PWE
wyniosta 0,011 mA/cm?, a w roztworze Ringera 0,009 mA/cm?. Najmniej korzystnym,
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ze wzgledu na odpornos¢ korozyjna, okazat si¢ stop CassMgioZngs, ktory osiagnat
warto$¢ gestosci pradu korozyjnego w roztworze Ringera, rowna 4,38 mA/cm?. Wyniki
pomiarow  potencjalu  korozyjnego,  Ecor, pozwolity = wyznaczy¢  stop
Caz2MQ12Zn3sYb14B2AU2 0 najwyzszym potencjale, ktorego warto$¢ w ptynie PWE
wyniosta -1277 mV, a roztworze Ringera -1260 mV. Kolejny parametr korozyjny - opor
polaryzacyjny, Rp, pozwolit zidentyfikowa¢ dwa stopy o najwyzszych wartoéciach Rp:
Caz2Mg12Zn3sYb1sB1Aug, dla ktorego wartos¢ Rp w  plynie PWE wyniosta
1920 Q-cm? a w roztworze Ringera 670 Q-cm? oraz CasMgi2ZnssYb14B2Au2
o wartosci Rp W ptynie PWE réwnej 1010 Q-cm?, a w roztworze Ringera 1820 Q-cm?.

e  Wyniki pomiaréw jcorr, Ecorr I Rp dla badanych stopow sa w wigkszosci przypadkéw do
siebie zblizone. Jest to spowodowane zwigkszeniem odpornosci korozyjnej stopow
z dodatkami: Yb, B i Au.

e Produkty korozji powstate na powierzchni stopéw, w wyniku zanurzenia w roztworze
Ringera i ptynie PWE, posiadaty r6zng morfologi¢, zaleznie od sktadu chemicznego
danego stopu i analizowanego roztworu. Probki zanurzone w roztworze Ringera pokryte
byly produktami korozji, ktore wykazaty morfologi¢ iglasta lub sze$cienng
I prawdopodobnie byty to zwiazki cynku oraz borany. Probki poddane dziataniu ptynu
PWE posiadaty produkty korozji w postaci ptatkow.

e W skitad powstatych warstw produktow korozji (w roztworach Ringera i PWE),
zidentyfikowanych za pomoca metody XRD wchodza zwigzki: ZnO, MgO, CaO
i Yb203, CaCO3z, Mg(OH)2, Yb(OH)3, Ca(Zn(OH)2)3-2H20 oraz CaB>0O(OH)s-2H:0.
Na podstawie wynikow badan zanurzeniowych mozna stwierdzi¢, ze prawdopodobnie
korzystniejsze jest badanie materiatu przeznaczonego na implant w roztworze Ringera
niz w plynie PWE, ze wzglgdu na mniejsza rozpuszczalno$¢ zwigzkow cynku
1 boranow.

e Mechanizmy degradacji stopow CazoMg12Zn3sYb1sB1AuL i CazaMg12ZnzsY b14aB2Au?
obejmuja: rozpuszczanie anodowe, wytracanie si¢ wodorotlenkow, tworzenie warstwy
produktow korozji oraz reakcje anodowe. Dalszy postep degradacji nastgpuje na skutek
roztwarzania produktéw korozji na powierzchni badanych stopow. Stwierdzono, iz
wystepuje anodowe rozpuszczanie probek i uwolnienie jonéw metali, niemetali stopu
do roztworu korozyjnego, poniewaz zaobserwowano zwigkszenie stezenia jonow
pierwiastkow stopowych w roztworze, co potwierdzono spektometria ICP-AES.
Hydroksylowane chlorki (chlorek hydroksomagnezu MgCI(OH) Ilub chlorek
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hydroksylowanego magnezu i wapnia (Mgx(OH)yCl)) moga wystgpowaé na
powierzchni stopow jako zaadsorbowane zwigzki posrednie, a nast¢pnie ulegaja
rozpuszczeniu. Wzrost uwodnionych zwigzkéw wapnia, cynku i boru
Ca(Zn(OH)2)3-2H.0 oraz CaB>0O(OH)s-2H>0 prawdopodobnie poprawia odpornosé¢
korozyjng badanych stopow.

e Objetos¢ uwolnionego wodoru w stopach  CassMg20Znzs, CassMgioZngs,
Caz2Mg12ZnzsYhisxBx (X = 2 at.%), wynosita powyzej 1 ml/cm?. Natomiast stop
Caz2ZnasMgi2Y bis wykazat objetosé Ho rowna 1,1 ml/cm? po 2 h zanurzania, zaréwno
w plynie PWE, jak 1 roztworze Ringera. Najmniejsza aktywnos$¢ korozyjng
obserwowano dla stopow Caz2Mgi2ZnssYbisxBx (X = 1, 3 at.%), Cas2Mgi12Zn3sYbis-
xBxAux (X = 1, 2 at.%). Dla tych stopow obje¢tos¢ Ho nie przekroczyla wartosci
1 ml/cm?-h (wyzsza wartos¢ Ho jest toksyczna dla organizmu). Mozna zatem stwierdzic,
ze dodanie iterbu, boru oraz ztota do badanych stopéw znaczacO obnizylo objetosc
uwolnionego wodoru podczas badan. Redukcja objetosci uwolnionego wodoru
w stopach wapnia pozwala na ich zastosowanie w praktyce, szczegdlnie w kontekscie
ograniczenia toksycznosci.

e Najnizszg cytotoksycznos$¢ uzyskano dla stopu Caz2Mg12Zn3sYb1sB3, gdzie zywotnos¢
komorek przekroczyta 100% zywotnosci proby kontrolnej (proba kontrolng byta
hodowla linii komorkowej U2-OS kostniakomigsaka prowadzona w pozywce, bez
ekstraktow ze stopow resorbowalnych) zaréwno dla 24, jak 1 48 h inkubacji.

e Wlasno$ci mechaniczne wytworzonych stopow amorficznych wplywaja na ich
potencjalne wykorzystanie jako krotkookresowe implanty kostne. W przypadku probek
z dodatkiem B i Au, wraz ze zwigkszeniem udziatu pierwiastkow zwigksza si¢
mikrotwardo$¢ tych stopow. Ponadto, wraz ze zwigkszeniem udziatu boru w stopie
zwigksza si¢ jego wytrzymalos¢ na Sciskanie. Tendencja rosngca twardosci wzgledem
zwigkszenia udziatu boru w stopie zwieksza jego kruchos$¢, poniewaz przy stezeniu

3 at.% B wytrzymalto$¢ na Sciskanie ulegla zmniejszeniu.
Yy g 1)
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11. Streszczenie

Popularnos¢ stopéw magnezu i wapnia o strukturze krystalicznej i amorficznej
wskazuje na ich potencjalne mozliwosci zastosowania w medycynie. Biorac pod uwage
wiedze literaturowg dotyczgcg badan stopow Ca-Mg-Zn, postanowiono poszerzy¢ obszar
badawczy tych stopéw o dodatkowe zastosowanie pierwiastkow, takich, jak: Yb, B, Au.
Wybrane stopy Cass-xMgi0+xZn2s (X = 0, 10 at.%), Caz2Mg12Zn3zgYbig oraz zaprojektowane
stopy Cas2Mg12Zn3sYbisxBx (X = 1, 2, 3 at.%) oraz CazxMg12ZnzsY big-2xBxAux (X = 1, 2 at.%)
zostaly wytworzone metodg indukcyjnego topienia oraz odlewania cisnieniowego, z uzyciem
wysokiej czystosci pierwiastkow. Pokruszone fragmenty wlewkow stopéw wstepnych odlano
pod cisnieniem do miedzianej formy w atmosferze argonu, uzyskujagc masywne szkta
metaliczne w postaci plytek.

Badania mikrostrukturalne z uzyciem dyfrakcji rentgenowskiej, mikroskopii
transmisyjnej wysokiej rozdzielczosci oraz dyfrakcji neutronowej wykazaty, ze stop
Caz2MQ12Zn3gYh16B2 charakteryzowat si¢ strukturg amorficzng, podczas, gdy w probkach
Caz2Mg12Zn38Yb17B1 i Caz2MQg12Zn3sYb15B3 zidentyfikowano fazy krystaliczne. W przypadku
stopow CazoMg12ZnsgYbigoxBxAux (x = 1, 2 at.%) w postaci ptytek potwierdzono
wystepowanie struktury amorficznej, a takze zidentytikowano fazy krystaliczne: CaZn, CaZn;
oraz MgZn.

Badania elektrochemiczne w roztworze Ringera oraz ptynie wieloelektrolitowym PWE,
wykorzystujagc metode potencjodynamiczng oraz spektroskopie EIS, przeprowadzono na
ptytkach stopow Cass-xMgio0+xZn2s (X = 0, 10 at.%), Cas2Mg12Zns3gYbis, Caz2Mgi12Zn3sYbis.
xBx (x =1, 2, 3at.%) i Caz2Mg12Zn3sYbig2xBxAux (X = 1, 2 at.%). Stopy badano takze metoda
zanurzeniowg w roztworze Ringera oraz ptynie PWE, w temperaturze 37 °C wraz z pomiarem
objetosci uwolnionego wodoru (H2). Po procesie korozji, probki badano metodami: XRD,
XPS, FTIR oraz ICP-AES. Wyniki pomiaréw dostarczyty informacji o rodzaju wytworzonych
produktow korozji, ktore zidentyfikowano jako: CaCOs, Mg(OH)2, CaO, MgO i ZnO,
Yb(OH)3, Ca(Zn(OH)s3)2-2H20, CaB.O(OH)s-2H20. Ponadto, analizy EDS i XRD produktéw
korozji po badaniach zanurzeniowych w roztworze Ringera pozwolity zidentyfikowac:
wodorotlenki wapnia i iterbu, weglan wapnia, a takze uwodniony wapn, wodorotlenek cynku
oraz uwodnione borany. Wyniki badan metoda FTIR potwierdzity wystgpowanie gltdwnie
weglanow o réznej budowie 1 sktadzie chemicznym (ze wzgledu na rozne sktady stopow
i roztworow) na powierzchni badanych probek stopow Caz2Mgi2ZnssYbisBs, jak

i Caz2Mg12Zn38Yb14B2AuU2 0 najlepszej biozgodnosci i najmniejszej aktywnosci Korozyjnej.
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Wyniki badan pozwolity stwierdzié, ze niewielki dodatek boru 0 udziale 1, 2 i 3 at.%
w stopie CaMgZnYb oraz ztota (1 i 2 at.%) w CaMgZnYbB zmniejsza aktywno$¢ korozyjna
stopéw w roztworze Ringera. Z drugiej strony, dodatek B o udziale 1 i 2 at.% wptynat na
zwigkszenie aktywnosci korozyjnej stopu CazaMgi12Zn3sYbig w wieloelektrolitowym plynie
fizjologicznym PWE.

Pomiary aktywnos$ci korozyjnej analizowanych stopow wykazaly tendencje do
mniejszego uwalniania wodoru w funkcji czasu zanurzenia — warto$¢ Hz nie przekraczata dla
wickszosci  stopow  wartosci 1 ml/cm?  Srednia szybko$¢ korozji dla  stopu
CazMg12ZnssY b14B2Au, Wyznaczono na poziomie 0,32 g/m?-h po 312 h badan. Na podstawie
tych obserwacji mozna stwierdzi¢, ze mechanizmy korozji stopéw obejmuja: rozpuszczanie
anodowe, formowanie si¢ wodorotlenkdéw, tworzenie si¢ warstw produktéw korozji i etap
propagacji korozji.

Najmniejsza aktywnos$¢ korozyjna w ptynie wieloelektrolitowym PWE zaobserwowano
dla stopu z dodatkiem 2 at.% Au, ze wzglgdu na najnizszg warto$¢ gestosci pradu korozyjnego
(jeorr), rowna 0,011 mA/cm?. Nieco wyzsza warto$é jeorr (0,029 mA/cm?) uzyskano dla stopu
Caz2Mg12Zn3sY b15B3.

Analiza chropowatosci powierzchni wykazata, Zze najnizsze wartosci chropowatosci (Ra
i Rs rowne, odpowiednio 1,09 i 1,39 um) uzyskano dla stopu zawierajacego 3 at.% boru.
Zgodnie z wynikami pomiardéw elektrochemicznych, dodatek boru o udziale 3 at.% wptynat
na popraw¢ odpornosci korozyjnej w poréwnaniu z 2 oraz 1 at.% dodatkiem B.

Wykonano badania wytrzymatosci na $ciskanie stopu Caz2Mg12ZnsgYbisxBx (X =1, 2,
3 at.%). Wyniki pomiarow miescily si¢ w zakresie od 220 do 283 MPa, co wskazalo na
mozliwe zastosowania implantologiczne.

W rozprawie doktorskiej omowiono takze wyniki badan biozgodnosci stopow
Caz2Mg12Zn3sYbig, Caz2Mgi12ZnzsYbisxBx (x =1, 2, 3 at.%) oraz Caz2Mg12ZNn3gY b1g-2xBxAuy
(x = 1, 2 at.%). Badania biozgodnosci przeprowadzono metoda MTT. Wyniki badan
cytotoksycznosci wykazaty, ze stop 0 udziale 3 at.% boru charakteryzowat si¢ najwyzsza
zywotnoscig komorek, ponad 100%, zaréwno dla 24, jak i 48-godzinnego okresu inkubacji.

Ze wzgledu na korzystne wiasnosci korozyjne i mechaniczne, a takze niska
cytotoksycznos$¢, stopy na bazie wapnia, a szczeg6lnie stop Cas2Mgi12ZnzgYbisBs, moga by¢

obiecujacymi kandydatami na resorbowalne implanty medyczne.
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12. Abstract

The popularity of magnesium and calcium alloys, both in crystalline and amorphous
forms, indicates their potential applications in medicine. On the basis of existing literature
regarding the study of Ca-Mg-Zn alloys, the research pathway was expanded to include
additional elements such as Yb, B, and Au. Selected alloys of Caes-xMg10+xZnzs (x = 0, 10
at.%), Caz2Mg12Zn3gYb1s, and newly designed alloys Caz2Mg12Zn3sYbisxBx (X = 1, 2, 3 at.%)
and Caz2Mg12Zn3sYbis2xBxAux (X = 1, 2 at.%) were fabricated using induction melting and
pressure casting methods with high-purity elements. Fractured fragments of the initial alloy
ingots were remelted under an argon atmosphere and cast into copper moulds, resulting in bulk
metallic glasses in the form of plates.

Microstructural analysis using X-ray diffraction (XRD), high resolution transmission
electron microscopy (HRTEM), and neutron diffraction revealed that the Caz2Mg12Zn3sYb16B>
alloy exhibited an amorphous structure, while crystalline phases were identified in
Ca3z2Mg12Zn3sYb17B1 and Caz2Mgi12ZnssY bisBs. In the case of the CazaMgi12ZnsgY big-2xBxAux
alloys (x = 1, 2 at.%) in plate form, the presence of an amorphous structure was confirmed,
along with the identification of crystalline phases such as CazZn, CaZnz, and MgZn.

Electrochemical investigations in Ringer's solution and a multielectrolyte solution
(PWE) were carried out using potentiodynamic techniques and electrochemical impedance
spectroscopy (EIS) on the CassxMguo+xZnzs (X = 0, 10 at.%), Cas»xMgi12ZnagYDbus,
Caz2Mg12Zn3sYb1s-xBx (X =1, 2, 3 at.%), and CazaMg12Zn3s Y bis-2xBxAux (X = 1, 2 at.%) alloys.
Furthermore, immersion tests were performed in Ringer's and PWE solution at 37 °C, and the
volume of released hydrogen (H2) was measured. After the corrosion process, the samples
were analysed using XRD, XPS, FTIR, and ICP-AES. The results provided information on
corrosion products, which were identified as CaCOs, Mg(OH)2, CaO, MgO, ZnO, Yb(OH)s,
Ca(Zn(OH)3)2:2H20, and CaB20O(OH)e 2H20. Furthermore, EDS and XRD analyses of the
corrosion products following immersion in Ringer's solution identified calcium and ytterbium
hydroxides, calcium carbonate, and hydrated calcium, zinc hydroxide, and hydrated borates.
FTIR analysis confirmed the presence of various carbonate species with different chemical
compositions (due to the varying alloy compositions and solutions) on the surface of the
examined samples, particularly for the Cas2Mgi2Zn3sYb1sBz and Caz2Mgi2ZnsgYbuaBoAus

alloys, which exhibited the best biocompatibility and the lowest corrosion activity.
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The results indicated that small additions of boron (1, 2, and 3 at.%) in the CaMgZnYb
alloy, as well as gold (1 and 2 at.%) in the CaMgZnYbB alloy, reduce the corrosion activity
of these alloys in Ringer's solution. On the other hand, the addition of 1 and 2 at.% B increased
the corrosion activity of the Cas2Mgi2ZnsgYbig alloy in PWE. Corrosion activity
measurements demonstrated a tendency to lower hydrogen release over time — H» values did
not exceed 1 ml/cm? for most alloys. The average corrosion rate for the
CazMg12Znss Y b14B2AU alloy was determined to be 0.32 g/m?-h after 312 hours of testing.
On the basis of these observations, the corrosion mechanisms of these alloys include anodic
dissolution, hydroxide formation, the creation of layers of corrosion product, and propagation
of corrosion.

The lowest corrosion activity was observed in the PWE solution for the alloy containing
2 at.% Au, due to the lowest corrosion current density (jeorr) Value of 0.011 mA/cm?. A slightly
higher jeorr value (0.029 mA/cm?) was obtained for the Cas2Mgi2ZnssYbisBs alloy. Surface
roughness analysis revealed that the lowest roughness values (Raand Rs of 1.09 and 1.39 pum,
respectively) were achieved for the alloy containing 3 at.% boron. According to
electrochemical measurements, the addition of 3 at.% B improved corrosion resistance
compared to 2 and 1 at.% B.

Compression strength tests were conducted on the Caz2Mgi12Zn3sYbisxBx (X =1, 2, 3
at.%) alloy. The results ranged from 220 to 283 MPa, indicating the potential for implant
applications.

This doctoral dissertation also discusses the biocompatibility studies of the alloys
Cas2Mg12Zn3gYbis, CazaMg12Zn3sYbisxBx (X = 1, 2, 3 at.%), and Caz2Mg12Zn3gY big-2xBxAux
(x =1, 2 at.%). Biocompatibility was assessed using the MTT assay. The cytotoxicity results
showed that the alloy with 3 at.% boron exhibited the highest cell viability, exceeding 100%,
for both 24 and 48 hour incubation periods.

Given their favourable corrosion and mechanical properties, as well as low cytotoxicity,
calcium-based alloys, particularly Cas2Mgi12Zn3sYbisBs, are promising candidates for

resorbable medical implants.
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