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ABSTRAKT

V sucasnej dobe je moznost implantacie kibnych nahrad, beznejsich zubnych implantatov
alebo regeneracie zlomenin kosti pomocou kostnych Stepov dostupnejsia ako v minulosti.
Na tieto ucely st vyuzivané biokeramické materialy.

Biokeramika je netoxicky keramicky materidl. VyznaCuje sa svojou bioaktivitou
a biokompatibilitou. Testovanie bioaktivity biokeramiky je uskuto¢nené pomocou simulovanej
telesnej tekutiny (SBF). Pocas testovania je skimana zmena koncentracie vapenatych ionov.
Cielom prace bolo zistit, ¢i dochadza k uvolfiovaniu vapenatych ionov medzi biokeramikou
a SBF. Experimentalne boli pripravené biokeramické materidly dvomi metédami, a to metoédou
freeze-casting aizostatickym lisovanim za studena. Vzorky boli namacané do c-SBF
pripravenej podla Kokuba. Analyza SBF bola uskuto¢nena kolorimetrickou metddou
S pouzitim reagentu roztoku Murexidu a reagencii zakupeného KITu. Pomocou UV/VIS
spektrofotometru bola merana koncentracia vapenatych ionov v SBF po namoceni vzoriek
v testovacom cykle 0, 3, 7, 14 a 21 dni. Na zistenie fazového zlozenia materialu bola vyuzita
rontgenova difraktometria pred namacanim do SBF.

Zmena koncentracie vapenatych ionov pocas testovacieho cyklu v systéme biokeramika — SBF
bola potvrdend vdaka UV/VIS spektrofotometrii. Najva¢si narast koncentracie bol
zaznamenany V treti deft po vybrati. Predpoklad o vzniku apatitovej vrstvy na namacanom
biokeramickom materiale bol podporeny zmenou koncentracie vapenatych idonov SBF
a zmenou hmotnosti materialu po namoceni. Bolo zistené, Ze pri nepriamom kolorimetrickom
stanoveni je pouzitie ¢inidla Murexid vhodnejsie ako KIT.

KEUCOVE SLOVA
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ABSTRACT

These days, there is a possibility of joint replacement implantation, more common dental
implants, or regeneration of bone fractures using bone graft replacements is more accessible
than in history. Bioceramic materials are used for these purposes.

Bioceramics is a non-toxic ceramic material. It is characterized by its bioactivity and
biocompatibility. Bioactivity testing of bioceramics is performed using simulated body fluid
(SBF). In addition, the change in the concentration of calcium ions was investigated during the
testing.

The aim of the work was to determine whether the concentration of calcium ions changes
between bioceramics and SBF. Bioceramic samples were prepared by two methods, namely
freeze-casting and cold isostatic pressing. What was soaked in c-SBF was prepared according
to Kokubo. The analysis of SBF was performed using a colorimetric method with a reagent of
Murexide solution and reagent KIT. The concentration of calcium ions in the SBF after soaking
samples in a testing cycle 0, 3, 7, 14, and 21 days was measured using a UV/VIS
spectrophotometer. In addition, X-ray diffractometry was used to determine the phase
composition of the material before soaking in SBF.

The change in calcium ion concentration during the test cycle in the bioceramic — SBF system
was confirmed with UV/VIS spectrophotometry. The most significant increase in
concentration was recorded on the third day of soaking. The assumption of an apatite layer
formation on the soaked bioceramic samples was supported by a change in the concentration
of calcium ions SBF and the change in weight of the material after soaking. It was found that
using indirect colorimetric determination delivered better results when the Murexide indicator
was used instead of KIT.

KEYWORDS

bioceramics, simulated body fluid (SBF), UV/VIS spectrophotometry
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1 UVOD

Biomateridl je definovany ako material pouzity k vytvoreniu Struktary, ktory bude sluzit’ ako
nahrada Casti l'udského tela. Nezivy material pouzity v medicine je urceny k interakcii
s biologickymi systémami. Umelo vyrobené materidly so Sirokym spektrom vlastnosti, ktoré su
pre kazdé tkanivo Specifické, sa v klinickej praxi uz dlhSiu dobu pouzivaju ako nahrady
poskodenych, chorych ¢i nevyvinutych casti skeletu, pre ndhrady chybajucich casti tela,
pre korekciu vrodenych ¢i patologickych deformacii a traumatickych poskodeni [1].

Biokeramika sa osvedCila vo viacerych pripadoch vyuzitia hlavne kvoli jej vhodnym
biologickym vlastnostiam, ktorymi st biokompatibilita, bioaktivita a bioinertnost’ [2].
Bioaktivne materidly maju schopnost’ sa viazat' priamo nakost, ¢o umoziuje rychlejsiu
stabilizaciu implantatu a dlh$iu funkénu Zivotnost’ [1]. V sucasnej dobe je skimané ich vyuzitie
pri liecbe rakoviny [3,4]. Biokeramické materialy, ktoré je mozné pouzit’ na vyrobu implantatov
rozdel'ujeme podl'a posobenia na zivé tkanivo. Pozname bioaktivnu keramiku, ktord je obvykle
na baze fosfore¢nanu vapenatého Caz(POs)2. Nachadza sa vo viacerych typoch, ako napriklad
a-trikalciumfosfat (a-TCP), ataktiez B-TCP, ¢o je cCastejSie vyuzivané kvoli jednoduchsej
priprave. Nevyhodou B-TCP je pomalSia rozpustnost, ¢o vedie k ¢asovo dlhsej resorpcii ako
u alfa formy, ktory patri medzi najviac rozpustné fosfore¢nany. Rychlost’ rozpustnosti zavisi
od typu a tvaru mriezky. Medzi neresorbovatelni keramiku zarad’'ujeme biomaterial na baze
oxidu hlinitého Al>Os3, ktory je klasifikovany aj ako bioinertna biokeramika vd’aka nizkej hladine
reaktivity v 'udskom tele. Do tejto skupiny patri aj material na baze oxidu zirkoni¢itého ZrO> [1].

Na testovanie bioaktivity biomaterialov bola vyuzivana simulovana telesna tekutina (SBF)
s obsahom iontov podobnym I'udskej plazme. Ide 0 acelularne testovanie v in vitro simulovanych
podmienkach, ktoré poskytne vysledky spravania sa biomaterialu v simulovanej telesnej
tekutine. Po jej posobeni na material je pozorovana nova biologicky aktivna vrstva v podobe
apatitov rézneho tvaru a Struktary [5].

Cielom prace je vyber vhodnej metddy pripravy biokeramického materialu a jeho d’alSie
testovanie v simulovanej telesnej tekutine. Zamerom je ziskanie aktualnejSich vysledkov
prenosu vapenatych i6nov z biokeramického materialu v SBF pomocou UV/VIS
spektrofotometrie. Na zaklade koncentracie vapenatych ionov analyzovat’ vznik apatitovych
Struktar na povrchu substratu pomocou elektronového mikroskopu.



2 TEORETICKA CAST

Prva Cast’ prace sa zaobera biokeramickymi materidlmi, ich klasifikdciou a pripravou
pomocou roznych metéd. Druha cast’ je venovana testovaniu biokeramickych materialov
S0 zameranim na acelularne testovanie in vitro pomocou simulovanej telesnej tekutiny (SBF).

2.1 Keramika

Keramické materialy st anorganické, nekovové materidly, podmienené okrem chemického
a fazového zlozenia aj mikrostruktirou, ktord moézno ovplyvnit' Cistotou a zrnitostou
vychodiskovych latok a ich technologickym spracovanim. Keramiku je mozné definovat’ ako
stadrznt, vo vode prakticky nerozpustni polykrystalicka latku. Ide o zluceniny karbidov,
nitridov, oxidov a komplexnych zltic¢enin, napriklad fosfore¢nany, hydroxyapatit atd’. Keramicky
prasok je spracovany do pozadovaného tvaru pomocou tvarovacich technik a nasledne vypaleny
pri vysokej teplote. Pocas vypalenia dochadza k procesu sintrovania, poc¢as ktorého sa material
spevni a je vytvorena ur¢ita mikrostruktira. Takto dojde k vzniku kompaktného materialu
so $pecifickymi vlastnostami. Keramika v§eobecne vykazuje nizku tepelnt rozt'aznost’. Idealna
Struktira nastava v pripade, ak je minimalny obsah pérov a pritomné chemické fazy su
rovnomerne rozlozené. Medzi jej zakladné vlastnosti patri pevnost’ v tlaku, oteruvzdornost,
chemickd odolnost, Ziaruvzdornost' a relativne nizka hmotnost. Keramika je odolnid voci
oxidacii a nepodlicha kor6zii. Niektoré druhy sluzia ako tepelny izolant alebo st vodivé
a pouzivaju sa ako elektrotechnické suciastky. Velkou nevyhodou je jej krehkost’ [5].

2.2 Biokeramika

Prvé zmienky v oblasti biokeramiky pochadzajt z 20-tych rokov minulého storocia, kde bola
publikovana $tadia o mozZnosti vyuzitia vapenatych fosforecnanov v regeneracnej medicine.
V 70-tych rokoch prisiel profesor Larry Hench s vel’kym objavom, kedy boli poloZené zéklady
bioskla a doslo k vlozeniu keramiky do kosti. Jeho cielom bolo najst material, ktory by odolal
telesnym tekutinam a zaroven bol pre 'udské telo 'ahko prijate'ny. Bioaktivne sklo je Specidlne
sklo, ktoré je z prevaznej Casti tvorené oxidmi kremiku. P6vodna vyroba ,,Bioglass 45S5* sa
zachovala a je vyuzivana dodnes [6].

Biokeramika je definovand ako keramika pouzivana ako biomaterial. Keramické scaffoldy su
aplikované vd’aka svojej biokompatibilite, odolnosti vo¢i korozii, taktiez aj vd’aka obsahu
mineralnej zlozky (predovsetkym hydroxyapatitu a vapenatych fosfore¢nanov). Ich vlastnosti su
podobné TI'udskej kosti. Biokeramika je netoxicka a ma vyborné vyuzitie ako kompozit s ¢isto
kovovymi alebo polymernymi materialmi. Prakticky ma uplatnenie v klinickej medicine, ¢i uz
v ortopédii, maxilofacialnej chirurgii a stomatologii. Stretneme sa s nou pri implantatoch
V kranidlnych castiach lebky, otolaryngologickych a dentdlnych implantatoch, vymene
bedrového alebo kolenného kibu (endoprotézy). Je vyuzivana aj vo forme kostného plniva
amoze byt vyrobena vV roznych formach ako napr. pena, granule, povlak [1,7]. Obrazok 1
priblizuje zobrazenie tychto foriem pomocou skenovacej elektronovej mikroskopie (SEM).
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Obrazok 1: Zobrazenie réznych foriem vyrobenej biokeraminy: (a,b) freeze-casting materidl [8], (C)
materidl vyrobeny 3D tlacou [9], (d) pena [1], (e) poviakovany material [10] a (f) cement [11].
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Biomaterialy pri aplikacii do Pudského tela musia spihat zakladné podmienky, a to
biokompatibilitu, bioaktivitu, mechanicki odolnost (pevnost v tlaku a tahu), pripadna
resorbovatelnost’ a vysoku chemicku a fazova stabilitu. Biokompatibilita predstavuje mieru
znéaSanlivosti I'udského tkaniva na dany implantat. Ide o déleziti podmienku, kde si organizmus
postupne vytvara protilatky pre svoju ochranu pred danym implantatom. Pokial’ sa eliminuje
riziko nebezpecenstva prenosu infekcie a imunitnej reakcie organizmu, je vel'mi pravdepodobné,
7ze organizmus prijme novy materidl v tele. Bioaktivita materialu tvori rozhranie medzi
resorbovatel'nostou a inertnost'ou pouzitych biomateridlov pri priamom naviazani implantatu
a tkaniva. Chemicka inertnost’ vedie k vytvoreniu tenkej vrstvy acelularneho kolagénového
puzdra na rozhrani, ktora izoluje biomaterial od tela. Resorbovatelnost’” poméaha pri obnove
vlastného kostného tkaniva. Tieto materidly poskytuju stavebny material pri regeneracii
anasledne st odstranené bunkovou aktivitou alebo sa rozpustia. Ak dané tkanivo reaguje
tolerantne tak, ze material nie je pre zivé bunky toxicky, nevyvolava zapalové reakcie a neposobi
mutagénne a karcinogénne, tym padom celkovy vysledok je uspesny [1,2,12].

V organizme dochadza k degradacii chemickej $truktiry implantatu a uvolfiovaniu i6nov,
ktoré umoznia plnohodnotne doplnit’ biogénne prvky vo fyziologickom prostredi 'udského
organizmu. Medzi tieto i6ny patria Ca?*, K*, Mg?*, Na*. Ale taktiez dochadza k uvolnovaniu
toxickych i6nov, napriklad AI** a Ti?*, aviak v bezpeénych mnozstvach. Vlastnosti
biokeramickej nahrady je mozné porovnavat’ so zivou kost'ou, az na vys$s$i modul pruznosti oproti
I'udskej kosti. Nastava teda elasticka nesurodost’ medzi kost'ou a keramickym implantatom. Ak
st rozdiely privel’ké nastava aseptické uvolnenie implantatu, tzv. ,,stress shielding* [13].

2.2.1 Vapenaté fosforecnany

Pre vyvin kosti je potrebny spravny priebeh mineralizicie spojivového tkaniva. Zalezi
na syntéze amorfného CaP, ktory predstavuje anorganicku zlozku kosti. Dolezity je vznik
a metabolizmus fosforeCnanov, na ktorom sa podiela enzym alkalickd fosfatdza (ALP).
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Pre tvorbu hydroxyapatitu je potrebnd zvySend koncentracia ALP. Tento enzym pomaha
preniknut’ hydroxyapatitu do kosti a zaroven ul'ahcuje jeho rast [14].

Keramické kompozity na baze apatitu a jeho derivatov, predovSetkym hydroxyapatitu
zarad’'ujeme medzi biokeramiku. Apatit je zakladna anorganicka zli¢enina, ktora je prirodnou
zlozkou oporného systému stavovcov. V kostiach cicavcov, a teda aj ¢loveka, ich je priblizne
60%, v zubnej sklovine dokonca az 90%. Biologicky apatit patri medzi stavebné zlozky I'udskej
kosti spolu s organickou makromolekulou kolagénom.

Hydroxyapatit Caio(PO4)s(OH): je zatial’ jeden z najddlezitejsich implantovanych materialov
do l'udskych tkaniv vd’aka svojej biokompatibilite, bioaktivite a podpore osifikaéného procesu.
Medzi negativne vlastnosti hydroxyapatitu patri krehkost’ a nizka t'aznost’. Toto je dovod, preco
implantaty maji malé rozmery alebo sa pouziva ako povlak na kovovu protézu. Hydroxyapatit
sa vyuziva vo forme sférickych Castic v objemovej keramike, ale viac zname su vV medicine
hydroxyapatitové granule, ktoré s aplikované ako pevna vypli kosti. NajcastejSie sa vyuZziva
vo forme dostickovych teliesok po roznych potrazovych operaciach alebo pri nahrade kostného
tkaniva [15]. Vyznamnou aplikaciu je tzv.,,bio-oko®, ¢o je o¢na protéza, kde si ofné svaly
schopné sa naviazat' na bioaktivny implantat. Okohybné svaly sa spravaji k implantatu ako
k zdravému oku [16,17].

Medzi vapenaté fosforeCnany zarad’ujeme aj biokeramiku s obsahom trikalciumfosfatu
(TCP). Vyskytuje sa v dvoch formach a-TCP a B-TCP krystalickej Struktury. St vyuzivané
vd’aka osteokonduktivite a osteoinduktivite na regeneraciu kostnych defektov. Stabilita a-TCP
je silne ovplyvnena idbnovymi substiticiami, je rychlejSie rozpustny ako B-TCP. Napriek tomu je
viac vyuzivana forma B-TCP vd’aka jej rychlejSej ajednoduchsej priprave a vicsej stabilite
[18,19].

Rozpustnost’ vapenatych fosfore¢nanov zavisi na pomere Ca/P. Zavisi aj od porovitosti
materialu, kde sa moze po sintrovani zvysit’ rozpustnost’ tychto faz. TCP sa rozpusta v tele, kde
je nahradeny okolitym tkanivom [1].

2.3 Metddy pripravy biokeramickych materialov tvarovanim

Pripravit’ biokeramicky material je mozné viacerymi sposobmi. Podl'a vyuzitia a umiestnenia
materidlu sa vybera najvhodnej$ia metoda. Kazda metoda poskytuje vyslednému materidlu iné
Specifické vlastnosti, ako napriklad rozna vel'kost’ porov, zrnitost’, tvrdost’ ¢i zaverecna hustota.
Chyby, ktoré vznikli pocas tvarovacieho procesu su trvalé, nie je ich mozné odstranit’.

S rastcimi aplikaciami keramiky sa zvySuju naroky na tvarovacie metody, ktoré musia byt
schopné pripravit’ dokonaly keramicky produkt s homogénnou a jemnou Struktirou. Podl'a stavu
v akom sa nachadza praSok, mozeme rozliSovat metddy na suché, mokré alebo plastické
tvarovanie. Specialnou metdédou je tvarovanie bez foriem ,,solid freeform fabrication** [20].

2.3.1 Suché tvarovacie metody

Jednou z najcastejSich tvarovacich metod je lisovanie za sucha. Produkt drzi pohromade
vd’aka vnatornym sildm a malému mnozstvu spojiva, ktoré je obsiahnuté v prasku. Podla
posobenia sil, ktoré vo forme tvaruji teleso, rozliSujeme typy lisovania [21]:
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Jednoosé lisovanie

V pripade jednoosého lisovania je prasok stlaceny v ocelovej forme pomocou sily, ktora
posobi iba na jednej osi. Produkt ziskava tvar formou, na ktort je vyvijana sila. Tato metoda je
uréend k jednoduchému tvarovaniu a je vyuzivand vdaka nizkym nakladom a moznosti
jednoduchej automatizacie. Nevyhodou je, Ze telesa su stlaCené nehomogénne a nie je mozné
pripravit’ komplexnejsie pripadne detailnejsie tvary [1].

|zostatické lisovanie za studena (CIP-cold isostatic pressing)

CIP je pouzivané ak je potrebné homogénnejsie StlaGenie prasku. Ten je nasypany
do tlakovej nadoby a vystaveny vSestrannému tlaku. Médium v tlakovej nadobe moéze byt
kvapalné (olej) alebo plynné (argon, hélium). Nevyhodou je deformacia produktu v gumovej
forme [21].

2.3.2 Mokré tvarovacie metody

Z keramického praSku je pripravend stabilnd suspenzia s roznym obsahom polymerného
spojiva, ktora je nasledne za pomoci réznych néstrojov tvarovana.

Slip casting

Suspenzia je odliata do poréznej formy, zvdésa tvorena sadrou (CaSOs-2H20). Z Casti
suspenzie, ktora je v kontakte sformou, zaéina dosledkom kapilarnych sil vznikajacich
Vv péroch formy vznikat pevna vrstva keramického materidlu. Ked’ produkt dosiahne
pozadovanu hribku, zbytok suspenzie je vyliaty a produkt sa necha vysusit. Suspenzné liatie
je vhodna metdda pre formovanie dielov s tenkymi stenami a pre komplexné tvary [1].

Gel casting

Zakladom tohto procesu je suspenzia keramickych castic dispergovanych v roztoku
monomérov. Tento roztok je naliaty do formy, v ktorom monoméry polymerizuju a vytvoria
spojovaciu fazu, tzv. gél. Polotovar tak ziskava pevnost’ a je mozné ho este vlhky vytiahnut’
z formy. Nasledne je vysuseny a vhodnou metodou je odstranené spojivo. Metoda je vyuzivana
pre vznik tvarovo zlozitej$ich homogénnych produktov [22].

Tape casting

Téato metoda je vhodna pre tvarovanie tenkych pasikov pomocou liatia. Tieto pasiky vznikaju
skiznutim keramickej suspenzie po hladkom povrchu. Nasledne noz nazyvany ,,doctor blade*
rovnomerne vytvaruje tenky film keramickej suspenzie o hrubke priblizne 0,1 — 2 mm [1].

2.3.3 Tvarovanie bez pouZzitia formy

Solid freeform fabrication je metdoda pouzivand u spracovatelnych technologii, ktoré
umoziiuji vyrobu polotovarov s istou geometrickou zlozitostou priamo bez pouzitia formy.
Vicsinou ide o tvarovanie z dopredu vytvoreného virtudlneho modelu a nasledna depozicia
materidlu priamo na miesto, kde je to pozadované. Do tejto skupiny metodd patri aj 3D tlac.
Predstavuje metédu vytvarania 3D keramickych predmetov bez vyuzitia formy, kde sa
postupne nanasaju jednotlivé vrstvy keramickej suspenzie. Vd’aka tomuto postupu je implantat
vyrobeny priamo na mieru pacienta [22].
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2.4 Freeze-casting

Metdda znama aj pod pojmom ,,ice-templing. Predstavuje proces odlievania keramickej
suspenzie pri kontrolovanom mrazeni. Tito metddu je mozné vyuzit’ pre mnozstvo rozdielnych
keramickych materialov. Castice pripravovanych materialov musia byt dobre dispergované
v suspenzii. Problémom moéze byt sedimentacia suspenzie alebo neziaduca chemicka reakcia
Castic S ostatnymi zlozkami.

Na Obrazku 2 je postup spracovania metddou freeze-casting. Na zaciatku su Castice
dispergované v suspenzii. Nasledne je suspenzia zamrazena, kde je pozorovany vznik krystalov
rozpust'adla, ktoré s orientované kolmo na mrazeny substrat. Navzajom rovnobezné Castice sa
§iria v smere teplotného gradientu, ktory je v optimalnom stave. Co znamena, Ze teplota ostdva
v roznych Castiach pevnej latky konsStantna nezavisle od ¢asu. Mrznutie prebieha vacsinou iba
v jednom smere. Porézna Struktara je dosiahnuta zvac¢Sovanim krystalov, ktoré koncentrujt
keramické Castice do stran. Cadové krystaly su odstranené vo vakuu pomocou lyofilizacie.
Scaffold, ktory vznikol je nasledne sintrovany, aby material dosiahol pozadované mechanické
vlastnosti [23,24].

keramické KVAPALNE

LRl keramické
rast lamelérnych cas:tlce SKUPENSTVO A
E kryst:alov 00..,,0: Tt oc’ »
P 4 09'0}?9
2
";.g» iy P m% 2
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smerjrastu o &:’?g é lg
0
' oa

mrazenie
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PLYNNE
SKUPENSTVO

castice zachytené
medzi krystalmi

sublimacia
sintrovanie

PEVNE
SKUPENSTVO

Teplota

Obrazok 2: Spracovanie metodou freeze-casting [8].

2.4.1 Proces mrazenia

Vznik l'adovych krystalov aich rast zavisi na rychlosti zmrazenia. Tym padom narasta
koncentracia keramickych Castic. Pocas tuhnutia méze dojst’ k netiplnému vytesneniu Castic,
kedy sa uzavri medzi rasticim l'adom. V takom pripade vznikaju poskodené scaffoldy
s chybnou poréznou Struktarou. Vyslednu Struktiru a mechanické vlastnosti keramického
materidlu najviac ovplyviuje teplotny gradient. Keramické Castice su poCas mrazenia
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ovplyviiované interakciami pritazlivych a odpudivych sil, ktoré vznikaji na rozhrani
skupenstiev pevna latka-kvapalina (Obrazok 2). Hodnota pomeru pritazlivych a odpudivych sil
je udavana veli¢inou kritickej rychlosti mrazenia, ktora hovori ¢i buda Castice zachytené
V narastajucom l'ade alebo nie [25,26].

Proces mrazenia keramickej suspenzie ma tri zony. V pociato¢nej zone dochadza k vel'mi
rychlemu rastu ladovych krystalov, pretoze suspenzia sa nachadza v nestabilnom
podchladenom stave. Vznikd hutna vrstva keramickych castic a l'adu. V prechodnej zéne
dochadza k ustaleniu rychlosti tvorby krystalov na konstantnt, rast ladovych kryStalov je
spomaleny a nastava zmena mikrostruktiry. Castice za¢inaji byt koncentrované do stran, kde
krystaly rasta v dvoch smeroch. Rast v radidlnom smere je postupne zmeneny na rast za vzniku
lamelarnej Struktury, ktory vznika v smere mrznutia [27,28]. Poslednou fazou je zona rastu
pravidelnej lamelarnej Struktary, pretoze je energeticky aj termodynamicky prisposobena
teplotnému gradientu. Pomocou rychlosti mrazenia je mozné ovplyvnit’ hribku lamiel [29].

2.4.2 Vysledna $truktura scaffoldu

Celkova struktara vysledného scaffoldu je z véacsej Casti lamelarnej Struktary. Vyslednt
Struktiru je mozné vyrazne ovplyvnit. Vzhl'adom na to aky typ rozpustadla je pouzity, je
ovplyvneny rast l'adovych krystalov. Pokial’ bola ako rozpustadlo zvolena voda, je dolezité aby
pri zamfzani bol dodrzany iba jeden rast krystalov a vznikla tak spravne orientovana lamelarna
Struktara. Pri pouziti terc-butylalkoholu (TBA) ako rozpustadla vznika iny druh porov,
hexagonalne pory. Pokial je pouzity kamfen, vznikaju celularne péry. Struktiiru vie ovplyvnit
aj velkost’ keramickych ¢astic. V pripade Castic s nedostacujucou vel'kost'ou moze nastat’ stav
kedy vznikd nedokonald Struktira vdaka casticiam uviaznutych v lade. Pri zvySenej
koncentrécii keramickych Castic sa znizuje vysledna porozita scaffoldu.

Ako aditiva vo vodnych keramickych suspenziach je mozné pridavat’ kryoprotektanty, ktoré
obvykle postvaji bod tuhnutia vody. Velkost poérov ovplyviiujii zniZovanim velkosti
vznikajtcich porov. Vhodny pomer pridavku glycerolu prispieva K znizeniu bodu tuhnutia
a objemovej rozt'aznosti vody. Pomocou sacharozy, ktora je do suspenzie pridana ako aditivum,
je mozné ovplyvnit’ vznik medzilamelarnych mostikov, ktoré ovplyviiuji mechanicku odolnost’

vysledného materialu. VsSetky pridané latky sG odstranené pocas procesu slinovania
scaffoldu [23,29,30].

2.4.3 Lyofilizacia

Sucastou celého spracovania po metdde freeze-casting, je proces sublimacie Tadu
z0 zamrznutého materialu vo vakuu. Vzniknuté ladové kryStaly st pocas lyofilizacie
odstranené bez poskodenia Struktary.

Cely proces sa deli na dve Casti. V prvej Casti poCas sublimécie I'adu je za znizeného tlaku
privadzané teplo do keramického materidlu. Vodna para je nasledne odvadzana pre¢ vyvevou.
V druhej cCasti procesu nastava desorpcia vody zo scaffoldu, ktora nezamrzla a ostala
v materiali [31].

14



2.4.4 Sintrovanie

Spracovanie keramického materialu pokracuje procesom sintrovania. Inak nazyvanym ako
spekanie alebo slinovanie. Je to metoda kedy je surova keramika zahriata na vysoku teplotu,
ale zaroven pod jej teplotu topenia. Dochadza k diftzii Castic v pevnej fazi. lde o proces
zhutnovania a formovania tuhej hmoty. Tymto procesom je mozné znizit’ porovitost’ a zlepSit’
pevnost’ materialu.

Pred procesom sintrovania je potrebné prasSok pripravit pozadovanou metddou pripravy
keramického materialu. VSeobecne material, ktory nie je sintrovany sa nazyva ,,green body ‘.
Nasleduje zahrievanie pri nizkej teplote, aby sa spalili vSetky nadbytocné pridané latky okrem
keramického plniva. Aby sa spojili keramické cCastice nastava sintrovanie pri vysokej
teplote [1].

2.5 Testovanie biokeramickych materialov

Na overenie vlastnosti biomateridlu musi byt’ biokeramicky material testovany viacerymi
druhmi testov. Aby bola zabezpecena ucinnost’ a bezpenost’ materialu je potrebné vykonat
komplexné in vitro testy, nasledované in vivo testovanim. Pokial’ material presiel uspesne
pokracuje na klinické testy a po jeho schvaleni je vyuzivany v praxi.

2.5.1 Acelularne testovanie

Testovanie bioaktivity biokeramickych materialov je prevedené v in vitro simulovanych
podmienkach. Je to zakladnou poziadavkou pre implantaciu biomaterialu, aby sa na jeho
povrchu bola schopna vytvorit’ vrstva kostného apatitu a tym sa naviazal na zivl kost’. Tvorbu
apatitovej vrstvy je mozné reprodukovat’ v simulovanej telesnej tekutine (SBF) o koncentracii
16nov takmer rovnakych ako v l'udskej krvnej plazme, vd’aka ¢omu je moZné predpokladat’
vznik apatitu pri implantacii na I'udsku kost’ [5].

Ako prvy sa o testovanie biokeramickych materidlov s moznost'ou vyuzitia SBF zasluzil
Kokubo et al. [33]. Prisiel s nazorom, Ze na povrchu materialu je schopny skumat’ vznik
apatitovej vrstvy po ponoreni v SBF. Musi byt vSak zachovana teplota a fyziologické pH.
Vd’aka mikro rontgenovej difrakcii bola identifikovana vrstva krystalického apatitu. Nezavisle
na sebe bola potvrdena tvorba apatitu na Bioglass 45S5 doktorom Kokubom aj profesorom
Henchom. Vdaka tenkovrstvovej rontgenovej difrakcii, infracervenej spektroskopii
s Fourierovou transformaciou, SEM a TEM bolo zistené, ze Struktira aj zloZenie je podobné
kostnému apatitu. V povodnej SBF neboli zahrnuté iony SO4?*, ktoré sa taktieZ nachadzaju aj
v Pudskej krvnej plazme. V d’alsom skamani SBF, uZ tieto iony boli pridané (c-SBF). Casom
vznikali iné typy SBF ordznej koncentrécii i6nov ako je mozné vidiet v Tabulke 1.
Pre dosiahnutie rovnakej celkovej koncentracie ionov v SBF ako v krvnej plazme vznikla
r-SBF. Zhodna koncentracia disociovanych ionov sa nachadza v i-SBF. V pripade, zZe
koncentracie HCOz ma odpovedat’ hodnote nasytenej tekutiny, tak zbytok ionov bude
odpovedat’ krvnej plazme. Takto bola pripravena modifikovana SBF [5,34].
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Tabul’ka 1: Koncentracie ionov ludskej krvnej plazmy a réznych typov SBF v mM [34].

Na* K*' Mg?* Ca** CI' HCOs; HPOs* SO,

Krvna plazma* 1420 50 15 25 1030 27,0 1,0 0,5
P6vodna SBF** 1420 50 15 25 1488 4.2 1,0 0,0
Upravena (c-SBF)** 1420 50 15 25 1478 4.2 1,0 0,5
Tas-SBF** 1420 50 15 25 1250 27,0 1,0 0,5
Bigi-SBF*** 1415 50 15 25 1245 27,0 1,0 0,5

Revidovana (r-SBF)*** 1420 50 15 25 1030 27,0 1,0 0,5
Modifikovana (m-SBF)*** 1420 50 15 25 1030 10,0 1,0 0,5
Ionizovana (i-SBF)*** 1420 50 1,0 16 103,0 27,0 1,0 0,5
Vylepsena (n-SBF)** 1420 50 15 25 1030 472 1,0 0,5
pozn. *nebol pouzity Ziadny pufrovaci roztok, **TRIS, ***HEPES

Zmena koncentracie zloZiek a posun rovnovahy SBF je zapriineny stretom s bioaktivnou
latkou. V pripade ziskania vysledkov ozmene koncentracie i6nov bola r-SBF ai-SBF
uzatvorena v nadobe so vzorkou pri 36,5 °C. Bolo preukazané, ze pocas dvoch tyzdiov
koncentracia i6nov ani pH nezmenili svoju hodnotu. V priebehu d’al$ich dni, nasledoval proces,
kedy sa v SBF znizuje koncentracia HCO3 a dochadza k zvyseniu pH. Pri pouziti rovnakych
podmienok pre c-SBF a m-SBF doslo k zmene koncentracie a pH az po dobe 6smych tyzdiiov.
Co znamena, Ze V zavislosti na zmene koncentracie i6nov st c-SBF a m-SBF oproti r-SBF
a i-SBF stabilnejsie [34].

Typ Tas-SBF a Bigi-SBF sa lisi inym pufrovacim roztokom, ktory bol pri priprave pouzity.
Tas-SBF vytvara apatitova vrstvu podobnt podsade a na jej vrchu sa nachadzajt gul'6cky CaP.
Revidovana SBF nie je schopna vytvorit’ podkladovu vrstvu. V pripade, Ze material bol vloZeny
do SBF vertikdlne, bol eliminovany nepravidelny vznik guldfok a zlepSenie apatitového
povlaku. Napriek tomu bolo zistené, ze Tas-SBF vykazuje najlepSie vysledky vzniku CaP
povlakov, pretoze st vhodné na prichytenie a rast kostnych bunie - osteoblastov v porovnani
s c- ar-SBF. Tieto testy boli prevedené na materiale TisAlsV, ktory bol horizontalne ponoreny
v c-SBF, r-SBF a Tas-SBF [35].

Aby boli zlepsené mechanické a biologické vlastnosti scaffoldu z B-TCP, do skeletu boli
pridané nano ¢astice SiO2 a MgO. Testovanim pomocou SBF bola preukazana strata hmotnosti
scaffoldov a vytvorenie apatitovej vrstvy. Na Obrazku 3 je vidiet vznik apatitovej vrstvy
vo forme, ktora sa nazyva ,,cauliflower [36].
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Obrdzok 3: Obrdzok SEM materidlu B-TCPISiO, po 4 tyZdiioch ponorenia v SBF [36].

Vznik apatitove]j vrstvy zavisi od rozpustnosti bioaktivneho materidlu ponoreného v SBF,
ktory je ovplyvneny fazovym zloZenim, teplotou alebo pH. Délezita je kinetika rozpusStania
Vv zéavislosti na porozite, velkosti kryStalov biokeramického materidlu, ale aj vybere zlozenia
a pouzitia imerzného roztoku. Imerzny roztok silne ovplyviluje resorpciu skimaného materialu.
Pri vzniku apatitu je pravdepodobnd aj konverzia pouzitého materialu ¢i zrdZanie vd’aka inej
rychlosti rozpustnosti latok v danom materiali. Vo fyziologickych podmienkach maja vapenaté
fosfore¢nany viaceré fazy rozpustnosti (CaO » a-TCP » B-TCP » amorfny fosfore¢nan vapenaty
» tetrakalcium fosfat » oxyhydroxyapatit/oxyapatit » hydroxyapatit) [37]. Podl'a Gallo a kol.
nastavaju najrychlejsie a najvyraznejSie zmeny pri pouzitom vicSom mnozstve média, ¢o suvisi
S mnozstvom i6nov, ktoré mozu byt rozpustené v médiu, pred tym ako dojde k nasyteniu alebo
opédtovnému vyzrazaniu [38].

Judith A. Juhasz a kol. vykonala experiment, kde pomocou rontgenove;j difraktometrie (XRD)
zistila, ze pokial’ bolo do SBF namoc¢ené TCP, pritomnost’ S$pic¢iek hydroxyapatitu bolo
pozorované po siedmych dioch ponorenia. Pri ponoreni hydroxyapatitu do SBF nebola
pozorovana vyznamna stopa v XRD $s0 zvySujicim sa Casom ponorenia. Vyuzitie SEM
dokazalo, ze na povrchu bola vytvorena apatitova Struktura, ktora sa prejavovala vo viacerych
podobéach. Bolo zistené, Ze s narastom casu ponorenia by mal mat’ biomateridl kineticky
stabilnej$iu $truktaru [39].

Pre vznik apatitovej vrstvy pre vidzbu ku kosti je dolezitd povrchova chemicka reakcia
materialu, vd’aka funkénym skupinam materialu. Bolo zistené, Ze vznik apatitu zavisi
od negativnej skupiny OH™ a PO4>. Zabezpeuju vel'ké mnozstvo zapornych iénov na povrchu,
&o ma pocas inkubdcie pozitivny vplyv na reakciu s Ca?* ionmi z SBF. Kladne nabité iény v SBF
st pritahované zapornym povrchom materialu ¢o vedie k vzniku apatitovej vrstvy. Bolo zistené,
ze krystaliky zo zaciatku rastil oddelene, ¢o znamena, ze poérovitost’ v jednotlivych zrnach sa
zvysuje, a tym padom sa zvysSuje aj bioaktivita skimaného materidlu. Tvorba faz vzniku vrstvy
bola identifikovana pomocou XRD po 30 a 50 dnoch [40].

Bolo zistené, Zze pre vznik apatitove] vrstvy je dolezitd Struktira materidlu. Pri pouziti
nanokrystalickej Struktary je k dispozicii va¢si pocet miest pre tvorbu apatitu kvoli vysokej
povrchovej energii na okrajoch zin, ¢o prispieva K rychlejSej krystalizacii. Zalezi aj na type
podmienok. Pri dynamickych podmienkach, kedy bol nastaveny prietok média 2 ml/h pocas
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4 dni testovania amorfny HAP nepreukazal vznik apatitovej vrstvy, avSak kystalicky HAP
indukoval vznik tejto vrstvy [37,41].

2.5.2 Detekcia vapenatych ionov

Pocas inkubacie skimaného materidlu dochadza k reakcii vapenatych ionov. Pre overenie je
mozné pouzit’ viaceré metddy a na potvrdenie vyuzit rézne analyzétory.

Nepriame spektrofotometrické stanovenie vapenatych iénov bolo uréené pomocou
nepriameho stanovenia cez molekulu. Je potrebné vyuzit' reagent, vd’aka ktorému bude
analyzator schopny zachytit zmenu absorbancie oproti blanku. Jednoduchym rieSenim je
zakupenie kitu, ktory obsahuje vhodné reagencie 0 potrebnom zloZeni pre danti detekciu.
Dolezity faktor je koncentraény rozsah vhodny pre skamant latku. Casovo naroénej$im rie§enim
je vlastna priprava reagentu. Overenou kolorimetrickou metdédou uz od 1953 je vyuzitie
purpurdtu amoénneho inak nazyvaného murexid. Tvorba farebného komplexu medzi
simulovanou tekutinou a murexidom je zvisla na pH roztoku, preto pocas spektrofotometrického
merania musi byt’ dodrzané rovnaké pH. Bolo zistené, Ze so zvySujicim sa pH stabilita murexidu
klesa. Pri priprave roztoku murexidu je dolezité pomalé rozpuastanie praskového murexidu
pomocou etanolu vo vode, ktory poskytuje najpomalsi rozklad [42].

2.5.3 Fazové zloZenie

Ako bolo spominané vysSie na urcenie kryStalickych faz v biomateriale sa vyuziva metoda
rontgenova difraktometria (XRD).

Bolo zistené, Ze na fazové zloZenie ma vplyv velkost’ zfn, morfoldgia, hustota neslinutého
materialu, ¢i jeho povrch, ale aj technika tvarovania materialu. Pocas spekania dochadza
k fazovej premene HAP na B-TCP, kde zohrava hlavnt tlohu difuzia. Hydroxyapatit a B-TCP
maju rozdiele chemické zloZenie, rozpustnost’ arychlost’ degradacie, ktord je vyrazne
ovplyvnena teplotou. Komplexna fazova transformacia vyzaduje teplotu nad 1100 °C [43].

Analyza XRD vykonana na kalcinovanom prasku, ktory obsahuje 60 % HAP, ukazala, ze
mnozstvo HAP pocas kalcinacie kleslo o 30% oproti pdvodnému prasku, ktory obsahoval
najmenej 90% HAP. Pomocou XRD bolo zistené, Ze vzorky izostaticky lisované za studena maju
fazové zlozenie spomedzi vSetkych skimanych materialov najvyssi obsah B-TCP [44].
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3 EXPERIMENTALNA CAST

V tejto Casti prace je subor prakticky ziskanych poznatkov z vyskumného laboratéria a popis
vykonévanej ¢innosti.

3.1 Zoznam pouzitych chemikalii a pristrojov

Chemikalie pre suspenziu freeze-casting
e Polyvinylalkohol (PVA), vyrobca: Sigma-Aldrich, M= 61,00
e Dolapix CE64, vyrobca: Zschimmer & Schwary GmBH & Co. KG
e Oktanol, vyrobca: Fluka AG-Honeywell Research Chemicals
e Sacharoza, vyrobeca: (konzumny cukor krystalovy)
e Hydroxyapatit prdasok (HAP), vyrobca: Sigma-Aldrich

Chemikalie pre SBF
e Chlorid sodny (NaCl), vyrobca: Lach-Ner, s.r.o.
e Hydrogénuhlicitan sodny (NaHCQO3), vyrobca: Lach-Ner, s.r.o.
e Chlorid draselny (KCI), vyrobca: PENTA s.r.0.
o Trihydrat fosforecnanu draselného (K2HPO4-3H20), vyrobca: PENTA s.r.o.
e Hexahydrat chloridu horecnatého (MgClz-6H>0), vyrobca: Lach-Ner, s.r.o0.
e Kyselina chlorovodikova 1M (HCI 35%), vyrobca: Lach-Ner, s.r.o.
e Chlorid vapenaty (CaCly), vyrobca: Lach-Ner, s.r.o.
e Siran sodny (Na2SQOs), vyrobca: Lach-Ner, s.r.o.
e Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), vyrobca: Lach-Ner, s.r.o0.

Pristroje
e analytické vahy METTLER TOLEDO
e chladiaca doska Medite
e lyofilizator
e vysokoteplotna pec CLASIC
e unaxidlny lis BSML 21
e isostaticky lis (CIP) KIP 300 E
e magnetickd mieSacka
e pH meter METTLER TOLEDO
e termostat Orbital Shaker-Incubator ES-20
e vahy pre analytické stanovenie hustoty METTLER Density Kit
e UV/VIS spektrofotometer V-10 Plus ONDA
e skenovaci elektronovy mikroskop s vysokym rozliSenim FEI Verios 460L (VERIOS)
e rontgenovy praskovy difraktometer Rigaku SmartLab 3kW (RIGAKU3)
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3.2 Priprava biokeramickej suspenzie

Medzi Casto vyuzivané spojivo patri polyvinylalkohol (PVA), ktory poskytuje vysoku
pevnost’ a mechanicku stabilitu neslinutému keramickému telesu ,,green body*“. Keramickej
suspenzii dodava vyssiu stabilitu.

Ako disperzant v pripravovanej HAP suspenzii bol pouzity Dolapix CE64. Jeho funkciou je
kontinulane rozlozenie hydroxyapatitovych Castic v suspenzii.

Oktanol sluzi na eliminaciu bublin, ktoré sa vytvaraju po€as mieSania v suspenzii.

Pri procese vytvarania lamiel pri mrazeni napomaha sachar6za, bezne vyuzivany kuchynsky
cukor. Pri jej pouziti vznikaju lamely s lepSimi mechanickymi vlastnostami a va¢$Sim
mnozstvom medzilamelarnych mostikov.

Poslednou zlozkou je keramicky prasok a tym je hydroxyapatit. Pouzity prasok bol upraveny
kalcinaciou. Ide o proces eliminacie uhli¢itanov z komer¢ne predavaného prasku. Cely proces
kalcinacie trva 1 hodinu a je prevedeny v peci pri teplote 800 °C.

Presné zlozenie biokeramickej suspenzie je popisané v Tabulke 2.

Tabul’ka 2: Zlozenie keramickej suspenzie 15% HAP.

Obj. zastiipenie

Chemikalie Hmotnost’ [g] [% obj ]
Hydroxyapatit 30,0 15,1
Polyvinylalkohol 51,6 80,7
Dolapix CE64 2,0 2,8
Oktanol 0,8 (3 kvapky) 1,0
Sachardza 2,6 -

Na pripravu keramickej suspenzie bol pouzity 1% roztok PVA. Bol pripraveny vodny kupel’,
ktory bol ohriaty na teplotu 97 °C. Do urCenej nadoby bolo prevedenych 1000 ml
demineralizovanej vody avlozené magnetické mieSadlo. Na laboratérnych vahach bolo
navazenych 9,61 g krysStilikov PVA, ktoré boli vysypané do pripravenej nadoby
S demineralizovanou vodou. Nadoba bola dobre uzavreta a vlozend do kupela. Bolo zapnuté
mieSadlo na priblizne 250-255 otacok. Celkové rozpustenie bolo mozné dosiahnut’ priblizne
po 45-tich minttach. AZ po vychladnuti bolo moZné pouZit’ pripraveny roztok.

Do pripravenej plastovej nadoby boli vloZené mieSacie gulicky z materialu ZrO2, kvoli tomu,
aby sa pocas mieSania zhomogenizovali vel'ké algomeraty keramického prasku. Ako prvé boli
navazené mokré Casti suspenzie az potom suché. Na zaciatok bol navazeny pripraveny roztok
PVA, ktory poskytuje disperzné prostredie a funguje ako spojivo. Ako aditivum na zniZenie
povrchového napétia a eliminaciu bublin v suspenzii bol pridany oktanol. Ako disperzant bol
pouzity Dolapix CE64, ktory zabranuje zhlukovaniu Castic. Pre keramickt suspenziu poskytuje
stabilitu, ¢o znamena, Ze suspenzia si zachovava stalost’ v Gase, t.j. nesedimentuje. Dalsie
aditivum, ktoré bolo pridané je sachardza. Praskovy hydroxyapatit, ktory zastdva ulohu
keramickej zlozky ako plnivo. Cela suspenzia bola priebezne premiesana.

V konecnej faze bola nddoba uzatvorena a umiestnena na miesacie valce, kde bola ponechana
minimalne 24 hodin.
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3.3 Aplikacia metédy freeze-casting

Pred zacatim procesu je prvy krok dostatocné odvzdusnenie premieSavanej keramickej
suspenzie V exikatore pomocou vyvevy. Daldim krokom bolo zloZenie foriem a ich
predchladenie. Nasledne boli umiestnené na chladiacu dosku a vyplnené naliatim suspenzie.
Naplnené formy boli umiestnené na hlinikové dosticky, ktoré boli zalievané tekutym dusikom.
V pripade potreby bol dusik prilievany. Doba mrazenia trvala priblizne 25 mintt.

V nasledujiicom kroku boli formy vlozené do mraznicky, odkial’ boli vyberané a postupne bol
rozobrany valc¢ek s tyCinkami. TycCinky boli vytlacené z trubicky a vratené do mraznicky.
Po dokoncenom procese rozobratia vsetkych valc¢ekov boli ty€inky umiestnené do lyofilizatora,
kde prebiehala sublimacia ladovych krystalikov. Proces lyofilizacie prebiehal priblizne
16 hodin. Presny ¢as ukoncenia zavisel na hodnote tlaku vo vnutri exikatora a teplote vzoriek.

3.3.1 Popisanie foriem

Formy boli vytvorené pomocou programu 3D CAD a vytlacené na 3D tlaciarni, ktora bola
k dispozicii. Pre tla¢ bol pouzity material polykyseliny mlie¢nej (PLA). Vyska valcovitej formy
bola ur¢ena na 45,5 mm s vnitornym priemerom 25,4 mm. Cela forma je zlozena zo Styroch
Casti, a to troch rozoberatelnych Casti a podstavou. Podstava obsahuje vo vnutri medeny valcek,
ktory sluzi pri mrazeni ako vodi¢ medzi chladiacou doskou a keramickou suspenziou.

Vnutro formy bolo vyplnené plastovymi trubickami do celého objemu. Bolo ddlezité vyplnit
trubi¢ky suspenziou bez bublin, preto boli na plnenie vyuzité injekéné striekacky s ihlou.
Po ukonceni procesu boli ziskané biokeramické ty€inky.

3.4 Vhodny proces sintrovania

Zaverom celého procesu ziskania hutného materidlu a tyciniek, ktoré moézu byt dalej
implementované je sintrovanie. Vzorky boli umiestnené na Specialnu pripravenu Al,Os dosticku
a umiestnené do pece. Bol nastaveny program sintrovania a pec bola spustena. Po ukonceni
procesu boli vzorky ponechané v peci do doby jej vychladnutia a nasledne boli vybraté. Pocas
sintrovania dochadza k uréitym teplotnym zmenam v ¢ase. Proces sintrovania je graficky
znazorneny na Obrazku 4.
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Obrazok 4: Grafické zndazornenie tepelnych zmien pocas procesu sintrovania.

3.5 Lisovanie

Dalsim skiimanym materiadlom st tabletky vytvorené z prasku dvojfazovej zmesi 60 % hmot.
B-TCP a40 % hmot. hydroxyapatitu. Kde je prasok prvotne predlisovany pomocou formy
V uniaxialom lise a nasledne vytvorené tabletky su izostaticky vylisované do kone¢ného stavu.

Uniaxidlne lisovanie

Forma je kovového materidlu zloZzend z malého piestu, valcovitej formy o pozadovanom
priemere a velkého piestu. Na laboratornych vahach bolo navazenych priblizne 0,5 g HAP
prasku. Do valcovitej formy o vel’kosti 16 mm, bol zo spodnej ¢asti vlozeny maly piest. Nasledne
bol do formy vsypany navazeny prasok a zatlateny velkym piestom. Pre tlak 10 MPa bola
nastavena sila 2 kN. Po odobrati piestu bola z formy vybrata tabletka.

Izostatické lisovanie za studena (CIP)

Dopredu predlisované tabletky boli zabalené do $pecialnych prezervativov, ako ochrana proti
kontaminacii pred vysokotlakovym olejom. Pomocou vyvevy bol z prezervativu vytiahnuty
vzduch a ten bol dobre uzavrety. Takto pripravené tabletky boli umiestnené do sietky a vlozené
do komory pristroja. V d’alSom kroku bol vybrany program lisovania, kde boli nastavené
parametre programu tlak 250 MPa, lisovacia sila 707 kN a vydrz v tlaku 5 minut. Po skonceni
programu boli vrstvy prezervativov pozorne odobrané. Nasledoval proces sintrovania za takych
istych podmienok ako bolo spominané vyssie (Obrazok 4).

3.6 Meranie hustoty pripravenych scaffoldov

Meranie hustoty bolo vykonané pomocou Archimedovej metody (CSN EN 623-2) [45]. Aby
mohli byt vzorky zvadZené na analytickych vahach, boli pred vaZenim 24 hodin susSené
pod infralampou. Bola zapisana hodnota suchej hmotnosti ms Vv gramoch s c¢o najvaésou
presnostou a aj hodnota teploty vody vo vahach. V d’alSom kroku boli vzorky umiestnené
do Specialneho exikatora. Pomocou vyvevy boli odvzdusnené po dobu 30 minut. Nasledne bola
na vzorky pustena destilovana voda so zmacadlom. Vyvevou bol priestor odvzdusneny d’alSich
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30 minat. Po uplynuti tohto Casu boli vzorky vybraté z exikatora a nechané volne d’alSich
30 minut. Nasledne boli vzorky odvazené v kvapaline véh tak, ze boli vloZzené¢ do koSicku
a ponorené. Bola zapisana hmotnost’ ma. Na zaver boli vzorky osusené a zvazené, ¢im bola
ziskand hmotnost mp. Ako posledny krok boli scaffoldy umiestnené pod infralampu
na vysusenie. Vypocet relativnej hustoty pre ty¢inky pripravené metédou freeze-casting bol
prevedeny podl'a vzorca:

Mg * Py,0
e (mP - mA) " Pteor ( 1 )
kde ms je hmotnost’ suchého vzorku, mp je hmotnost’ vzorku meraného v kvapaline, ma je
hmotnost’ nasiaknutej vzorky. Hustota H>O je dana podla teploty vody vo vahach. Teoreticka
hustota je dopocitana vzt'ahom:
Pteor = (xﬁ—TCP : pB—TCP) + (Xnap * Prar) (2)

kde v tomto pripade hustota p-TCP je 3,14 kg/dm? a hustota HAP je 3,18 kg/dm?®. Po dosadeni
do vzorca hodnota teoretickej hustoty je 3,1428 kg/dm?®. Pre prehladnost budu vysledky
relativnej hustoty pocitané s hodnotou hustoty B-TCP pre oba typy vzoriek, pretoze rozdiely
S prepoctom su zanedbatelné.

3.7 Priprava simulovanej telesnej tekutiny (SBF)

V tejto Casti prace je popisané zloZenie pouzitej simulovanej telesnej tekutiny, jej zloZenie
a cely testovaci cyklus.

3.7.1 Zlozenie SBF

Chemikalie, ktoré boli pouzité na vyrobu simulovanej telesnej tekutiny, boli vybrané kvoli
najlepSiemu napodobneniu i6nov v krvnej plazme.
Presné zlozenie simulovanej telesnej tekutiny je popisané v Tabulke 3.

Tabulka 3: ZlozZenie pripravovanej c-SBF podla Kokuba.

Chemikalie NaCl NaHCO; KCI K;HPO;3H.O MgCl:6H.O 1M HCI CaCl, Na;SO, TRIS

Hmotnost’

0] 8,035 0,355 0,2525 0,231 0,311 39ml 0,292 0,072 6,118

Na magneticki mieSacku s teplotou bola umiestnena sklenena nadoba s deionizovanou
vodou. Do nej bola vloZzené plastova kadicka so 700 ml deionizovanej vody a magnetickym
miesadlom. Dalej bolo do kadi¢ky vloZzené ¢idlo na meranie teploty a elektroda pH metra. Voda
bola zohrievana na teplotu 36,5 °C za staleho mieSania vo vodnom kupeli pri 120 otackach
za minutu.

Postupne ako st zoradené chemikalie v Tabul'ke 3 boli navdZené na analytickych vahach
a pridavané do deionizovanej vody. Kazda d’alSia zlozka bola pridand aZz po Gplnom rozpusteni
predchadzajucej latky. Do tekutiny boli latky pridavané po Castiach a medzitym dostatocne
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premieSané. Priebezne bolo kontrolované pH. Pri pomalom pridavani TRISu je sledovana teplota
a vel’ky doraz na pH. Idealne pH konec¢nej tekutiny je 7,42. V pripade ak je pH zvySené je mozné
ho korigovat’ priddvanim kvapiek 1M HCI.

V poslednom kroku je tekutina vol'ne chladena. Na zaver je preliata do 1000 ml plastove;j
odmernej banky a doliata deionizovanou vodou po rysku.

3.7.2 Testovaci cyklus

Boli pripravené uzatvaracie nadobky o objeme 30 ml a na spodok boli vlozené vzorky.
Automatickou pipetou bolo naliatych 20 ml SBF do kazdého kelimku na vzorku. Kelimky boli
uzatvorené a vi¢ko bolo zatiahnuté parafilmom, aby sa predislo pripadnému odparovaniu. Takto
pripravené kelimky, boli vloZzené do termostatu na proces inkubacie. Teplota bola nastavena
na 36,5 °C pri pretrepavani 50 otacok za minutu.

Vzorky boli z termostatu vyberané pocas testovacieho cyklu v ¢asovych intervaloch 0, 3, 7,
14 a 21 dni. Vzorky boli vytiahnuté z tekutiny na silika gel k ususeniu a odoberana SBF bola
d’alej analyzovana.

3.8 Analyza vapenatych ionov

Pre stanovenie zmeny koncentracie vapenatych i6nov na rozhrani systému biomaterial a SBF
bola pouzita kolorometricka metéda pomocou spektrofotometrického stanovenia koncentracie.

3.8.1 Kalibrac¢né rady

Zékladom vytvorenia kalibra¢nej rady je priprava Standardného roztoku. Pri experimente bol
vybrany Standardny roztok CaClz. Do 250 ml odmernej banky bolo kvantitativne prevedenych
0,6923 g CaCly. Nasledne bola odmerna banka doplnena deionizovanou vodou po rysku,
uzatvorend a dobre premiesana. Pre ziskanie koncentracie 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1; 1,2; 1,5a 2 mg
Ca?* naliter bolo potrebné prepocitat’ nariedenie Standardného roztoku. V Tabulke 4 je
znazornené ako boli pripravené koncentracie Standardu.

Tabul’ka 4: Zlozenie nariedeného Standardného roztoku.

Roztok 1 2 3 4 5 6 7 8
¢ Ca?* [mg/1] 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,5 2
Veacrz [pl] 0 10 10 10 10 10 10 10 10
V2o [MI] 5 49,89 2494 16,62 12,47 9,97 8,32 6,65 4,98

Pre vytvorenie kalibra¢nej rady spolu s ¢inidlom murexid musel byt najprv rozpusteny.
Do 50 ml odmernej banky bolo kvantitativne prevedenych 0,08 g praskového murexidu.
Pridanych 35 ml ethanolu a doplnené deionizovanou vodou po rysku. Banka bola uzatvorena
zatkou a dobre premiesana. Do kadicky bolo odobranych vzdy 5 ml nariedeného Standardného
roztoku, kvoli stabilite pH murexidu bolo automatickou pipetou napipetovanych vzdy 1 ml
NaOH o koncentracii 0,001 M. K tomu bolo jednorazovou plastovou pipetou pridanych
8 kvapiek roztoku murexidu. Takymto spdsobom bola vytvorena kalibracna rada pre roztok
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murexidu. V d’alsom kroku bolo potrebné vytvorit’ kalibra¢nti krivku zavislosti absorbancie
na koncentracii pomocou spektrofotometra. Ako blank bol pouzity roztok 1, kde bola iba Cista
voda ozasadena NaOH a zafarbena murexidom a zaroven bol pouzity ako roztok 1 v kalibra¢ne;j
rade. VInova dizka bola nastavena na A= 506 nm. Postupne boli do pristroja vkladané roztoky
od 1 po 9 (Tabulka 4), kde bola zadana ich koncentracia a zaznamenana ich absorbancia.
Na zaver bola kalibra¢na krivka ulozena v pristroji, ako na Obrazku 5.
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Obrazok 5: Zostavend kalibracna krivka s cinidlom murexid.

Ako druha bola vytvorena kalibra¢na rada pre KIT ,,Spectroquant Calcium Test™ Sulpeco.
Do kadiciek bolo odobranych vzdy 5 ml narieden¢ho Standardného roztoku podl'a Tabulky 4.
KIT obsahoval dve reagencie. Prvych bolo napipetovanych automatickou pipetou 0,5 ml
reagentu Ca-1. Potom 0,5 ml reagentu Ca-2. Zmes bola dobre premiesana a nechana vol'ne stat’
5 minat. Kalibracna rada bola pripravena, avSak v pripade, ak by doslo k zakaleniu roztoku je
potrebné roztok prefiltrovat. Nasledne bola pomocou spektrofotometra vytvorend kalibracna
krivka ako bolo pisané vyssie. Ako blank bol pouzity roztok 1, kde bola ¢ista destilovana voda
spolu s reagentom Ca-1 a Ca-2. Vlnova diZka pre KIT bola uréena na A= 565 nm. Na Obrazku 6
je mozné vidiet’ zostaven kalibra¢nu krivku.
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Obrazok 6: Zostavena kalibracna krivka s testom KIT.

3.8.2 UV/VIS Spektrofotometria

Po odobrati vzorky z SBF bolo odpipetovanych 5 ml tekutiny do kadic¢ky. K nej bol pridany
1 ml roztoku NaOH a jednorazovou pipetou napipetovanych 8 kvapiek roztoku murexidu. Obsah
bol premiesany. Kyveta bola pred pouzitim preplachnutd deionizovanou vodou a vysuSena.
Do pripravenej kyvety bol naliaty farebny roztok takmer po okraj. Pokial bol pristroj pripraveny
a nastavena pozadovana vlnova dizka A= 506 nm a kalibraéna krivka pre roztok murexidu,
kyveta bola vlozena do pristroja. Nasledne bol vykonany test a zaznamenana hodnota
absorbancie a vypocitanej koncentracie vapnika podla rovnice kalibracnej krivky. Nakoniec
bola vzorka odobraté z pristroja, kyveta oplachnuté a vysusena.

Do dalSej kadicky bolo odobratych automatickou pipetou 5 ml SBF. K nej bolo pridanych
0,5 ml reagentu Ca-1 a 0,5 ml reagentu Ca-2. Roztok bol premieSany a volne stal 5 minut.
Pri vzniku zrazeniny bolo potrebné roztok prefiltrovat’ roztok cez filtraény papier. Postup bol
opakovany ako pri roztoku murexidu, aviak vinova dizka odpovedala A= 565 nm.

Tymto procesom bolo vykonané meranie pre kazdi vzorku SBF s roztokom murexidu aj
s reagentmi KITu.

3.9 Analyza mikroStruktiry

Na potvrdenie vysledkov zmeny koncentracie vapenatych iénov, ¢i bola vytvorena apatitova
vrstva na povrchu skimaného materidlu bola pouzitd analyza skenovacej elektronovej
mikroskopie (SEM).

Pred pouzitim tejto analyzy boli vybrané vzorky povlakované uhlikom. Po vloZeni vzoriek
do pristroja, bolo nastavené rozliSenie skenovacieho elektronového mikroskopu FEI Verios
460L (VERIOS) a zobrazovaci mad.
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3.10 Analyza zloZenia

Pre zistenie fazového zloZenia vzoriek bola pouzita analyza rontgenovej difraktometrie
(XRD).

Technika je vyuzivana na urCenie krystalografickej Struktury materialu. Pokial’ material
dovol'oval rozdrvenie na prasok, meranie bolo vykonané z neho. Avsak, ak material bol v tuhom
stave, meranie je mozné vykonat z jeho povrchu. Vzorka bola umiestnena do rontgenového
digraktometra Rigaku SmartLab 3 kW (RIGAKU), kde bolo uskuto¢nené meranie povrchu
pri napiti 40kV a pride 30 mA. Zdrojom rontgenového ziarenia bola pouzita Cu anoda. Material
bol oziareny dopadajicimi rontgenovymi lu¢mi. Nasledne bola zaznamenana intenzita a uhol
rozptylu rontgenovych lacov, ktoré boli od materialu odrazené.
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4 VYSLEDKY

V tejto kapitole je prehlad ziskanych vysledkov pocas experimentalnej ¢innosti. Su popisané
jednotlivé merania a vysledky st dolozené grafickym znazornenim. Pomocou vysledkov je
mozné zistit’ ¢ material vykazoval alebo nevykazoval interakciu s SBF. Dalej sa preukaze ¢&i je
UV/VIS spektrofotometer schopny zachytit’ zmenu koncentracie vapenatych ionov a ¢i je na to
tato metdda vhodna.

4.1 Popis pripravenych vzoriek

Pre ziskanie komplexnejSich vysledkov bol pripraveny material, vyrobeny dvomi odlisnymi
metodami.

Pomocou metody freeze-casting s mrazenim tekutym dusikom boli pripravené tyc¢inky
s priemerom 2,1 mm. Po sintrovani boli narezané na rovnaké ¢asti 0 dizke 11 mm.

Uniaxialnym lisovanim boli pripravené Cisto biele vzorky diskového tvaru o priemere 16 mm.
Naslednym izostatickym lisovanim za studena sa ich priemer zmensil a Ciastoéne zmenili farbu.
Na zaver boli sintované rovnakym spdsobom ako prechadzajice vzorky. V zavere mali tabletky
priemer 11,2 mm a hrubku 1,6 mm.

4.2 Relativna hustota

Kazda vzorka bola po procese sintrovania odvazena Archimedovou metddou, popisanou
v kapitole 3.6. Podl'a rovnice (1) bola vypocitana relativna hustota materialov.

Tabulka 5: Namerané a vypocitané hodnoty FC vzoriek.

Vzorka ms[g] mafg] me[g] Preor Prel

(1) FC 0,0369 0,0238  0,0622 3,14 30,52
(2) FC 0,0394 0,0261 0,0672 3,14 30,45
(3) FC 0,0408 0,0238  0,0683 3,14 29,12
(4) FC 0,0422 0,0275 0,0730 3,14 29,46
(5) FC 0,0384 0,0185 0,0632 3,14 27,28
(6) FC 0,0437  0,0290 0,0737 3,14 31,05
(7)FC 0,0547 0,0368  0,0928 3,14 31,02
(8) FC 0,0375 0,0262  0,0682 3,14 28,36
(9) FC 0,0628 0,0405 0,1122 3,14 27,82
(10)FC  0,0384 0,0144 0,0578 3,14 28,10

Priemerna hustota 29,32
Smerodajna odchylka 1,40
Min. hustota 27,28
Max. hustota 31,05

Vysledky merania, vypocitana relativna hustota aich priemerna hodnota s relativnou
odchylkou boli zapisané¢ do Tabul’ky 5 a 6. Teplota vody pri vzorkach pripravenych metdédou
freeze-casting (FC) bola 21,0 °C a hustota vody pre danu teplotu bola 0,9981 kg/dm®.
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Tabul’ka 6: Namerané a vypocitané hodnoty CIP vzoriek.

Vzorka  ms[g]  ma[g] melg] Pteor Prel
(1) CIP 0,4783 0,3216  0,4783 3,14 96,90
(2) CIP 0,4850 0,3260 0,4844 3,14 97,20
(3) CIP 0,5026  0,3382  0,5022 3,14 97,29
(4) CIP 0,4999 0,3364  0,4988 3,14 97,72
(5) CIP 0,4828 10,3241  0,4816 3,14 97,32
(6) CIP 0,4655 0,3127 0,4649 3,14 97,10
(7) CIP 0,4805 10,3231 0,4794 3,14 97,60
(8) CIP 0,5217 0,3511 0,5212 3,14 97,37
(9) CIP 0,4991 0,3350 0,4975 3,14 97,51
(10)CIP 0,4875 0,3280 0,4861 3,14 97,89
Priemerna hustota 97,39
Smerodajna odchylka 0,30
Min. hustota 96,90
Max. hustota 97,89

Pri merani vzoriek pripravenych metodou izostatického lisovania za studena (CIP) bola
teplota vody 22,4 °C. Hustota vody pre tato teplotu bola 0,9977 kg/dm?.

4.3 Zmena hmotnosti

Vzorky boli na zaciatku testovacieho cyklu odvaZené na analytickych vahach s presnostiou
na Styri desatinné miesta. Vzdy po vybrati z SBF boli vzorky odlozené na silika gel, kde boli
samovolne suSené. Tento proces naznacuje Tabul'ka 7 a 8. Pre lepSiu orientaciu je v tabul’kach

zahrnuty aj percentualny narast alebo tibytok z hmotnosti vzoriek.

Tabul’ka 7: Zmena hmotnosti vzoriek FC v case.

Vzorka mo[g] ms[g] ms[g] m[g]  ma[g] Am [-] %
(1) FC  0,0622 - - - - - -
(2)FC  0,0672 : - - - - -
(3)FC  0,0683  0,0419 - - - -0,0264  -38,653
(4) FC 0,0730  0,0430 - - - -0,0300 -41,096
(5) FC  0,0632 - 0,0399 - - -0,0233 -36,867
(6) FC 0,0737 - 0,0456 - - -0,0281 -38,128
(7Y FC  0,0928 - - 0,0577 - -0,0351 -37,823
(8) FC 0,0682 - - 0,0411 - -0,0271 -39,736
(9)FC  0,1122 - - - 00673  -0,0449  -40,018
(10) FC  0,0578 - - - 0,0424  -0,0154  -26,644

Z tabul’ky je viditeI'né, ze hmotnost’ kazdej vzorky pocas testovacieho procesu klesa, ¢im

konStatujeme Ubytok na hmotnosti. V priemere doslo k tbytku 37 % z pévodnej hmotnosti

nezavisle od poétu dni v SBF. Naopak z Tabul’ky 8 je zrejm¢, ze dosSlo k narastu hmotnosti.
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V priemere je narast z povodnej hmotnosti vel'mi zanedbatelny, priblizne 0,35%. Avsak, zavisi
na pocte dni ponorenia, ¢o dokazuju napriklad vzorky (4) CIP a (9) CIP.

Tabul’ka 8: Zmena hmotnosti vzoriek CIP v case.

Vzorka mo[g] ms[g] mz[g] mufg]  ma[g] Am [-] %

(1)CIP  0,4783 - - - - - -
(2)CIP 04844 - - - - - -

(3)CIP  0,5022  0,5030 - - - 0,0008 0,159
(4)CiP  0,4988  0,5000 - - - 0,0012 0,241
(5) CIP  0,4816 - 0,4833 - - 0,0017 0,353
(6) CIP  0,4649 - 0,4657 - - 0,0008 0,172
(7)CIP  0,4794 - - 0,4816 - 0,0022 0,459
(8)CIP  0,5212 - - 0,5229 - 0,0017 0,326
(9) CIP  0,4975 - - - 0,5003 0,0028 0,563
(10) CIP  0,4861 - - - 0,4888 0,0027 0,555

4.4 Zmena koncentracie vapnika

Pomocou metédy UV/VIS spektrofotometrie bolo uskuto¢nené meranie koncentracie
vapenatych iénov v SBF podl'a intervalu inkubacie. Zmeny koncentracie Ca®* s znazornené
v Tabul’ke 9. Vyvoj zmeny koncentracie na ¢ase oboch vzoriek je popisany na Obrazku 7 a 8.

Tabul’ka 9: Zndzornenie zmeny koncentracie Ca** s ¢inidlom murexid.

pocet dni  vzorka A[-] priemerA[-] c¢[mg.dm?®  priemerc[mg.dm?]
0 SBF 0,069 0,0690 1,153 1,153
(3)FC 0,205 2,993
3 (4) FC 0,189 0.1970 2,777 2,885
(5) FC 0,184 2,709
! (6)FC 0,173 0.1785 2,560 2,635
(7) FC 0,159 2,371
14 ®) FC 0126 0,1425 L 924 2,147
(9)FC 0,126 1,924
21 0,1285 1,958
(10)FC 0,131 1,992
0 SBF 0,069 0,0690 1,153 1,153
(3)CIP 0,188 2,763
3 (4) CIP 0,473 0,3305 6,620 4,691
(5)CIP 0,182 2,682
! (6)CIP 0,185 0.1835 2,723 2,102
(7)CIP 0,147 2,208
14 (8)CIP 0,143 0.1450 2,154 2181
’ (9)CIP 0,128 01260 1,951 Lo2a
(10)CIP 0,124 ’ 1,897 '
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Obrdzok 7. Grafické znazornenie zmeny koncentrdcie Ca** FC vzoriek s murexidom.

4,5

35

25

¢ [mg.dm3]

15

0,5

0 5 10 15 20
¢as [dni]

Obrdzok 8: Grafické zndazornenie zmeny koncentrdcie Ca®* CIP vzoriek s murexidom.
Meranie bolo prevedené na porovnanie aj s vyuzitim reagencii KITu. Bolo predpokladané, ze

budu dosiahnuté presnejsie vysledky. Zaznamenané vysledky v Tabulke 10. Znazornenie vyvoja
zmeny koncentracie na Case je na Obrazku 9 a 10.
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Tabulka 10: Zndzornenie zmeny koncentrdcie Ca®* s testom KIT.

pocetdni  vzorka A[-] priemer A[-] c¢[mg.dm?] prlemerac][mg.dm‘
0 SBF 1,732 1,732 2,633 2,633
s O B M m
(5) FC 1,845 2,794
! (6) FC 1,803 1824 2,734 2,764
14 g; Eg ;ggg 2,0005 gg;g 3,016
(9) FC 1,869 2,829
21 1,887 2,854
(10) FC 1,905 ’ 2,880 '
0 SBF 1,732 1,732 2,633 2,633
R
(5) CIP 1,845 2,794
! (6) CIP 1,803 1824 2,734 2,764
(7) CIP 1,996 3,010
14 (8) CIP 2,005 2,0005 3,023 3,016
o1 (9) CIP 1,869 1887 2,829 » 854
(10) CIP 1,905 ’ 2,880 '
45
4
3,5
- 3 X % X %
E25 X
g 2
°15
1
0,5
0 T T T T
0 5 10 15 20
¢as [dni]

Obrazok 9: Grafické zndzornenie zmeny koncentrdcie Ca** FC vzoriek s testom KIT
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Obrdzok 10: Grafické zndzornenie zmeny koncentracie Ca** CIP vzoriek s testom KIT.

Ked’Ze hodnoty absorbancie boli mimo kalibra¢ant krivku bola vytvorend nova kalibracna
rada (Tabul’ka 11), aby boli dosiahnuté presnejsie vysledky. Bolo postupované ako v podkapitole
3.8.1.

Tabul’ka 11: Zlozenie nariedeného Standardného roztoku.

Roztok 1 2 3 4 5 6 7 8 9
¢ Ca?* [mg/1] 1 15 2 2,5 2,7 3 3,2 35 4
Veacr [u] 0 10 10 20 20 20 20 20 20

Vizo [ml] 9,97 6,64 4,98 7,96 7,38 6,64 6,22 5,68 4,98

1,8 -
1,6 -
1,4
— 1,2

< 1

y = 0,3588x + 0,6005
0,8 - X R> = 0,8609

0,6

0,2 A

0 T T T T T
0,0 0,5 1,0 15 2,0 25 3,0 35 4,0 4,5

c [mg/l]

Obrazok 11: Zostavena kalibracna krivka 2 s testom KIT.
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Podl'a rovnice kalibrac¢nej krivky 2 (Obrazok 11) boli dopocitané hodnoty koncentracie
vapenatych i6nov, ¢o zndzoriiuje Tabulka 12. Grafické znazornenie je pozorované na Obrazku
12 a13.

Tabulka 12: Zndzornenie zmeny koncentracie Ca®* s testom KIT (kalibracna krivka 2).

poetdni  vzorka A[-] priemerA[-] c¢[mg.dm?®  priemerc[mg.dm?]
0 SBF 1,732 1,732 3,154 3,154
(3)FC 2,088 4,146
3 (4) FC 1,878 1983 3,560 3,853
(5) FC 1,845 3,469
! (6) FC 1,803 1824 3,351 3:410
(VFC 1,99 3,889
14 @BFC 2005 2,0005 3014 3,902
(9) FC 1,869 3,535
21 1,887 3,586
(10)FC 1,905 ! 3,636 ’
0 SBF 1,732 1,732 3,154 3,154
(3)CIP 2,009 3,926
3 (4)CIP 0,724 1,3665 0,344 2135
(5)CIP 1,845 3,469
! (6)CIP 1,803 1824 3,351 3:410
(7)CIP 1,99 3,889
14 (8)CIP 2,005 2,0005 3,914 3,902
Q) CIP 1,869 3,535
21 1,887
(10) CIP 1,905 88 3,636 3,586
45
4 5 <
35 w0 %
3 X
E 25
S
£ 2
o
15
1
05
O T T T T
0 5 10 15 20
Cas [dni]

Obrazok 12: Grafické zndazornenie zmeny koncentracie Ca** FC vzoriek s testom KIT
(kalibracna krivka 2).
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Obrdzok 13: Grafické zndzornenie zmeny koncentrdacie Ca** CIP vzoriek s testom KIT
(kalibracna krivka 2).

Dosiahnuté hodnoty stale neboli dostato¢ne presné a také ako bolo predpokladané. Preto bola

eSte vytvorena kalibraéna rada so Standardnym roztokom z SBF (Tabulka 13), ktora bola
pridavana k vzorkam na testovaci cyklus.

Tabul’ka 13: ZloZenie nariedeného Standardného roztoku z SBF.

Roztok 1 2 3 4 5 6 7 8 9
¢ Ca? [mg/1] 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,5 2
Vser [ul] 0 10 20 30 40 50 60 80 100
V2o [M] 5 5260 5,250 5240 5,230 5220 5,210 5,541 5,170

1.6 1 y = 0,6575x + 0,2758
1,4 - R2=0,8803

1,2 -

All

08 1
06
0.4
02

0 x T T T T T
0,0 02 04 0,6 08 1,0 1,2 1,4 1,6 18 2,0

¢ [mg/1]

Obrazok 14: Zostavena kalibracna krivka 3 s testom KIT.

35



Podl'a rovnice kalibrac¢nej krivky 3 (Obrazok 14) boli dopocitané hodnoty koncentracie
vapenatych id6nov, ¢o zndzoriiuje Tabul'ka 14. Grafy zmeny koncentracie na ¢ase si znazornené
na Obrazku 15 a 16.

Tabulka 14: Zndzornenie zmeny koncentracie Ca®* s testom KIT (kalibracna krivka 3).

poetdni  vzorka A[-] priemerA[-] c¢[mg.dm?®  priemerc[mg.dm?]
0 SBF 1,732 1,732 2,215 2,215
(3)FC 2,088 2,756
3 (4) FC 1,878 1983 2,437 2,597
(5) FC 1,845 2,387
! (6) FC 1,803 1824 2,323 2,355
(VFC 1,99 2,616
14 @BFC 2005 2,0005 2630 2,623
(9) FC 1,869 2,423
21 1,887 2,450
(10)FC 1,905 ’ 2,478 ’
0 SBF 1,732 1,732 2,215 2,215
(3)CIP 2,009 2,636
3 (4)CIP 0,724 1,3665 0,682 1659
(5)CIP 1,845 2,387
! (6)CIP 1,803 1824 2,323 2,355
(7)CIP 1,99 2,616
14 (8)CIP 2,005 2,0005 2,630 2,623
Q) CIP 1,869 2,423
21 1,887 2,4
(10) CIP 1,905 88 2,478 450
45
4
35
3
E s X X
5 X x .
£ 2
o
15
1
05
O T T T T
0 5 10 15 20
¢as [dni]

Obrazok 15: Grafické zndazornenie zmeny koncentracie Ca** FC vzoriek s testom KIT
(kalibracna krivka 3).
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Obrdzok 16: Grafické zndzornenie zmeny koncentrdcie Ca®* CIP vzoriek s testom KIT
(kalibracna krivka 3).

4.5 Analyza mikroStruktury

Obrazovd analyza bola prevedend pomocou rastrového skenovania elektronovou
mikroskopiou (SEM). Podl'a najvacsich zmien v koncentracii vapenatych iénov boli zvolené tri
dni z testovacieho cyklu (0, 3 a 21 den). Nasledne sa z dvoch vzoriek daného dina vybrala jedna
tyCinka a tabletka. Pomocou mikroskopickej analyzy bol pozorovany povrch vzoriek. Metdda
slizila na overenie vzniku predpokladanej apatitovej vrstvy. Na Obrazku 17 a Obrazku 18 je
mozné pozorovat’ snimky zo SEM.

ﬂ - 4

Obrazok 17: Snimky vzoriek pri zvicseni 20 um, na lavo (1) FC v den 0 a na pravo (9) FC v 21. den.
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Obrazok 18: Snimky vzoriek pri zvicseni Sum, na lavo (1) CIP V deni 0 a na pravo (9) CIP v 21. der.

4.6 Fazova analyza

Fazové zloZenie vzoriek pred namacanim do SBF bolo analyzované pomocou réntgenove;j
difraktometrie (XRD). Na Obrazku 19 je znazornené difrakéné spektrum dvoch typov
pozorovanych materialov pripravenych metédou freeze-casting (FC) a izostatickym lisovanim
za studena (CIP). Krivky boli vyhodnotené a pomocou programu Profex bolo zistené, ze FC
vzorka obsahovala 98,6 % B-TCP a 1,4 % HAP. Avsak tieto vysledky vykazovali vyssiu
odchylku merania, ¢o mohlo byt spdsobené ziskanim slabej intenzity, tym padom vyhodnotenie
programu nemuselo byt spravne. Fazova analyza vzorky CIP identifikovala dve faze, a to 93,8 %
B-TCP a 6,2 % HAP.

» —cCIP ——FC  x B-TCP B-TCP X HAP

Intenzita [-]

WA A A L A A

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
2 Theta (Cu)

Obrazok 19: Grafické zndzornenie XRD analyzy FC a CIP vzoriek .
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5 DISKUSIA

Ako priprava vzoriek ovplyvnila hustotu, rozpustnost’, zmenu hmotnosti, fadzové zlozenie
a mikrostrukturu, bolo ukryté vo vnutri materialu. Vzorky pripravené metddou freeze-casting
(FC) su vysoko porézne. Co spdsobuje nizke hodnoty relativnej hustoty v priemere 29,32 + 1,4.
Naopak hodnoty relativnej hustoty st pre vzorky pripravené izostatickym lisovanim za studena
(CIP) vysoké, v priemere 97,39 + 0,3. Vysledky st zhodné s literatirou, kde potvrdili, ze metoda
pripravy ma vplyv zmenu porovitosti a vel'’kosti medzilamelarnych priestorov [44].

Pripravou materialu je mozné ovplyvnit' velkost’ vzniku poérov, zrnitost’ alebo hutnost’
materialu. Vd’aka rychlejsej biodegradacii a dobrej rozpustnosti je f-TCP urceny na regeneraciu
kosti [43]. V nasom pripade by malo tym padom dojst’ k uplnemu rozkladu hydroxyapatitu
pri sintrovani na 1200 °C. Pri fazovej analyze bolo zistené, Ze vzorka FC pred namacanim
preukazala iba fazu B-TCP, pri zanedbani vel'mi malého mnozstva stop hydroxyapatitu. Avsak
pocas merania bola zaznamenana slaba intenzita, co mohlo sposobit’ nepresné vyhodnotenie.
Vzorka CIP obsahovala dve fazy 93,8 % a B-TCP 6,2 % hydroxyapatitu. Zostatok HAP bolo
pravdepodobne sposobené aplikaciou vysokého tlaku pri tvarovani vzorky. Podobny experiment
vykonany s CIP vzorkami bol potvrdeny vo vyskume analyzou XRD, kde doslo k tplnej
premene HAP so zanedbateI'nym zostatkom [44].

Kinetiku rozpustnosti vzoriek v SBF a nasledni zmenu hmotnosti po vybrati mohol ovplyvnit
povrch materialu, kde FC vzorky maju zvacSeni povrch vd’aka pérom, a tym padom tekutina
zateka aj do vnutra vzorky. Naopak vzorky CIP su stlacené tak, Ze jedind moznost’ reakcie na ich
povrchu. Ovplyvnit' ju méze aj kryStalinita materialu. Podl'a tychto kritérii, by mali vacsiu
rozpustnost’ preukazovat’ FC vzorky. Co dokazuje aj zmena hmotnosti po namacani do SBF, kde
Vv priemere vzorky mali Gbytok na hmotnosti 37% oproti vzorkam CIP kde doslo k zvySenou
hmotnosti v priemere 0 0,354%. Rozpustnost’ vapenatych idnov pri namacani materialu zavisi aj
od vlastnosti tekutiny ako rychlosti difuzie castic, teploty a pH. V spominanych $tadiach
dokazali, Ze pre rozpustnost’ a vznik apatitovej vrstvy je dolezita povrchova reakcia, t.j. povrch
materialu musi byt zaporne nabity, pritahoval Ca?* iény z SBF. Co suvisi aj s fazovym
zlozenim, pokial’ je namoceny material z TCP pritomnost’ vrstvy je pozorovana rychlejSie ako
z hydroxyapatitu [39,40]. Vznik apatitovej vrstvy nie je mozny dokazat’, pretoze pri SEM sa
nabijali, ¢o znemoZnilo dosiahnut’ kvalitné snimky. Na Obrazku 17 a 18 je vSak vidiet' vznik
amorfnej vrstvy fosfore¢nanu vapenatého. Pokial by bolo mozné nahliadnut’” do vnutornej
Struktary FC vzoriek, je moZnost, Ze by bola pozorovana vicsia koncentracia apatitu.

Analyza SBF po namacani vzoriek bola vykonana molekulovou spektrofotometriou UV/VIS.
Pocas experimentalnej analyzy bolo vyuzivané nepriame kolorometrické stanovenie pomocou
reagentov roztoku Murexidu a zakupeného KITu Sulpeco, ktory obsahoval dve reagencie.
Meranie ukazalo, Ze presnejSie vysledky poskytuje Murexid. Vysledky KITu mohli byt
nepresné, pretoZze namerané hodnoty boli ¢iasto¢éne mimo kalibra¢nu radu. Preto bola vytvorena
kalibra¢na rada o inych koncentraciach Ca?*. Napriek tomu vysledky boli nedostadujice. Dalsou
moznostou bolo vytvorenie kalibracnej rady nariedenim SBF, do ktorej boli materialy
namacané. Aby sa pracovalo stym istym roztokom abola znizend Sanca vyzrazania
neocakavanych i6nov po pridani reagentu. Avsak, aj tieto vysledky boli neuspokojivé. Jednym
z dovodov je, ze KIT je uceny na testovanie vapenatych i6nov z podzemnych alebo mineralnych
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vod. Daldim faktorom mohlo byt filtrovanie cez filtraény papier zrazenej SBF po pridani
reagencii. Vyuzitie roztoku Murexidu je overené viacerymi Studiami. Pri jeho priprave bolo
postupované podl'a povodnej metody z roku 1953 [42].

Vyvoj koncentracie v ¢ase zavisi od rozpustnosti CaP pri naméacani do SBF, od fazového
obehu a vsetkych ostatnych faktorov, ktoré boli spominané vyssie [36]. Koncentracia vapenatych
i6nov v SBF pri oboch keramickych materidloch bola zmenena pocas testovacieho cyklu 0, 3, 7,
14 a 21 dni. Jej vyvoj pre dva druhy vzoriek je graficky znazorneny na Obrazku 20 a 21.

0 3 7
Cas [dni]

® Murexid CIP mKIT CIP

Obrdzok 21: : Grafické zndzornenie koncentrdacie Ca®* v case vzorky CIP

¢ [mg.dm=]

0 3 7
Cas [dni]

m Murexid FC mKIT FC

Obrdzok 20: Grafické znazornenie koncentracie Ca** v ¢ase vzorky FC
Pri pouziti reagentu Murexidu u vzoriek CIP bol pozorovany rapidny narast koncentracie

vapenatych i6nov v SBF v 3. den cyklu. V d’alSich dioch nastalo zniZzenie a pomalé ustalenie
koncentracie v 21. den. Priebeh pri vzorkach pripravenych metodou freeze-casing (FC) bol

40



plynulej$i. Narast bol pozorovany taktiez v treti deni a napriek rozdielnemu priebehu oba typy
vzoriek sa v zavere dostavaju na priblizne rovnaku finalnu koncentraciu 2 mg-dm=. Napriek
tomu, ze KIT preukazuje nepresnejsie vysledky, vzdy je kone¢na koncentracia priblizne rovnaka.
Najvicsi narast koncentracie Ca?* v treti deit by mohol byt spdsobeny fizovym zloZzenim
a kinetikou rozpustania vapenatych fosfore¢nanov. Materidl sa od namocenia po treti den
najviac rozpustal do tekutiny, nasledne sa koncentracia ustal'uje, pretoze tekutina zacina byt’
presytena, nema ako vznikat’ d’alSia reakcia a na materiali sa za¢ina vytvarat’ apatitova vrstva.
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6 ZAVER

Ciel'om prace bolo ziskanie vedomosti o testovani biokeramickych materidlov pomocou
telesnej tekutiny so zameranim na vapenaté fosforeCnany. Experimentdlne pripravit
biokeramické substraty a vhodnu simulovanu telesnu tekutinu (SBF). Nasledne analyzovat’
prenos vapenatych ionov medzi biokeramikou a SBF.

Podla pouzitej literatury bola ur¢end vhodnd simulovand telesna tekutina o najblizSom
ibnovom zlozeni krvnej plazmy. Hodnotenie bioaktivity keramickych materidlov bolo prevedené
pomocou in vitro testu acelularnou SBF. Na zistenie zmeny koncentracie vapenatych ionov bola
urcena analyza UV/VIS spektrofotometrom. Pomocou skenovacej elektronovej mikroskopie
(SEM) bol analyzovany povrch materialov a zisteny vznik apatitovych struktir. Fazové zlozenie
bolo skimané metddou rontgenovej difraktometrie (XRD).

Vzorky biokeramickych materidlov boli pripravené dvomi réznymi metodami. Metédou
freeze-casing mrazenim tekutym dusikom vznikli ty¢inky. Predlisovanim a néaslednym
izostatickym lisovanim za studena vznikli tabletky. Vzniknuté ty¢inky mali dobri porozitu
anizku hustotu oproti tabletkdm, ktoré mali vyrazne vys$Siu hustotu. Réznou tvarovacou
metddou bolo ovplyvnené aj fazové zlozenie materidlov, ¢o pdsobilo na kinetiku v systéme
biokeramika — SBF.

Testovanie v SBF bolo skumané s dvomi reagentmi, roztokom Murexidu a pouzitim KITu.
Experimentalne bolo dokazané, ze roztok Murexidu poskytuje presnejsie vysledky. Bola
detekovana zmena koncentracie vapenatych ionov v SBF. Pri vzorkach CIP bol zaznamenany
narast koncentracie do vyssich hodndt oproti vzorkam FC, kde bola zmena v pocas testovacieho
cyklu stabilnejsia. AvSak v posledny den merania bola na rovankej hodnote koncentracie
vapenatych i6nov pri oboch typoch vzoriek.

Testovanie bioaktivity biokeramickych materidlov ma vyznamny vplyv na d’alSie vyuzitie
pri rozvoji implantatov a ich jednoduchsiu aplikaciu. Zdokonalenie vytvorenia materialu tak, aby
bol poskytol ¢o najvhodnejsie podmienky pre vytvorenie apatitovej vrstvy na prijatie v 'udskom
organizme.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

CaP Kalcium fosfat

CIP Izostatické lisovanie za studena

HAP Hydroxyapatit

HEPES 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin-1-yl]ethan-1-sulfonova kyselina
PLA Kyselina polymlie¢na

PVA Polyvinylalkohol

SBF Simulovana telesna tekutina

SEM Skenovacia elektrénova mikroskopia
TBA Terc-butylalkohol

TCP Trikalciumfosfat

TEM Transmisna elektronova mikroskopia
TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan
XRD Rontgenova difraktometria

a-TCP a-trikalciumfosfat

B-TCP B-trikalciumfosfat
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