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ABSTRAKT

Praca sa zameriava na pripravu hydroxyapatitovej keramiky pomocou metddy freeze-casting.
Hydroxyapatit je dolezitym keramickym materialom, vdaka svojej biokompatibilite,
biodegradibilite a bioaktivite, ma Sirokt vyuziteI'nost’ v medicinskych aplikaciach, najméa pri
nahradach kostného materialu. Zvolena metdoda freeze-casting disponuje flexibilitou,
Setrnostou k zivotnému prostrediu a mézeme nou dosiahnut’ vysoku poréznost’. Metdda
zahfha procesy mrazenia, lyofilizacie aspekania, ¢oho vysledkom je porézna Struktira
pripravované¢ho materidlu.

Ciel'om prace bolo zistenie vplyvu mraziaceho procesu na vzniknutdl porozitu vysledného
materialu a mechanické vlastnosti. Boli aplikované rychlosti mrazenia 3, 4, 5, 6, 7 a 26
um-s?,

V experimentalnej Casti bolo zistené, ze rychlost mrazenia mé vyrazny vplyv na vzniknuta
vnatorni mikro$truktiru, priamo ovplyviluje medzilamelarne vzdialenosti a mechanicka
vlastnost, ktorou je pevnost’ v tlaku. Mrazenim pomocou tekutého dusiku pri rychlosti
mrazenia 26 pum-s® bola dosiahnutd mechanickd pevnost vtlaku 15MPa a zaroveii
najmenSie medzilameldrne vzdialenosti 14-22 pym. Pomal$im mrazenim boli ziskané
medzilamelarne vzdialenosti v priemere 40-150 um a mechanicka pevnost’ na urovni 2-4 MPa
pri zrovnatel'nej porozite.

ABSTRACT

Bachelor thesis focuses on preparation of hydroxyapatite ceramics by freeze-casting.
Hydroxyapatite is an important ceramic material, due to its biocompatibility, biodegradability
and bioactivity it has a wide range of use in medicinal applications especially in replacement
of bone material. The chosen method, freeze-casting, is flexible, eco-friendly and we are able
to achieve a high level of porosity. The method includes freezing, freeze drying and sintering
which creates a porous structure of the prepared material.

Objective of this bachelor thesis was to find out the impact on the created porosity and
mechanical properties of the final material. Freezing rates were applied 3, 4, 5, 6, 7 and 26
um-st,

During the experimental part it was established that the freezing rate has a significant
influence on the newly formed inner microstructure, it directly influences the interlamellar
distances and mechanical property which is compressive strength. With liquid nitrogen with a
speed of 26 um-s™ the achieved compressive strength was of 15 MPa as well as the shortest
interlamellar distances of 14-22 um. With slower freezing rate the average interlamellar
distances were 40-150 pm and compressive strength of 2-4 MPa with comparable porosity.
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Kostna nahrada, biokeramika, hydroxyapatit, freeze-casting
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1. UVOD

Zlomenina kosti postihuje I'udi v kazdom veku a nie kazdy sa jej za zivot vyhne. Cudské
kosti maju schopnost regenerovat zlomenu kost, avSak poskodenie kosti spdsobené
ochorenim alebo vdZznym zranenim, je pre telo narocné zregenerovat. V tomto momente
prichadzaji na rad chirurgovia, ktori nahradia poskodent kost' pomocou kostnych néhrad
alebo Stepov. Kostné nahrady boli povodne vyrabané z kovovych materialov, aby vydrzali
zatazenie. Kvoli tuhosti a zlej biokompatibilite sa dostali do popredia nahrady z biokeramiky
[1].

Biokeramika zahfia biokompatibilné a bioaktivne keramické materialy alebo oxidy kovov,
ktoré st netoxické anevyvoldvaju v tele obranni imunitni reakciu. NajrozsirenejSie su
biokeramiky na baze hydroxyapatitu, ktory tvori vicSinu anorganickej zlozky kostného
tkaniva [2].

Hydroxyapatit sa pouziva V mnohych medicinskych aplikaciach, pri oprave kostnych
defektov, augmentacie kosti alebo povlakov pre kovové implantaty. V zavislosti od sposobu
spracovania hydroxyapatitu sa moze vytvorit réznoroda porozita. Velkost' a pravidelnost
porov je kritickym faktorom pri navrhovani keramickych implantitov pre medicinske
pouzitie, nielen pre rast kostného tkaniva, ale aj pre pevnost. Pevnost’ implantatov sa znizuje
zvySenim celkového objemu pérov. Aby sa umoznila tvorba kosti v biokeramickom
implantate su potrebné velké pory, naopak na zachovanie pevnosti v tlaku musia byt pory
malé. Medzi tymito dvomi aspektmi musi byt stanovena rovnovaha [3].

Jednym z mozZnych pristupov pre pripravu poréznej biokeramiky je metdda freeze-casting.
Pomocou metddy freeze-casting je mozné vyrobit biokeramiku s vysokou poréznost'ou
a pevnostou v tlaku. Pri tejto priprave sa keramickéd suspenzia zmrazi, sublimuje a speka,
¢oho vysledkom je porozita s takmer presnou replikou zmrazenych krystalov rozpustadla.
Tento sposob je vysoko modifikovatelny na niekolkych Grovniach, vdaka ¢omu je mozné
upravit morfolégiu pérov, funkcionalitu, ale aj mechanické vlastnosti. Struktira poréznej
biokeramiky ziskanej freeze-castingom je velmi podobnd Struktire prirodzenych
biomaterialov, ako je napriklad kost’ [4].



2. TEORETICKA CAST
2.1. Dudska kost’

Kosti svojim stborom tvoria ststavu kostrovi, skeletnu. Su to pevné, tvrdé a v istom
rozmedzi aj pruzné organy Zzltobielej farby. Ich stbor kostra, skeleton, spolu s pripojenymi
chrupkami a s kibovymi a vizivovymi spojmi kosti vytvéaraji pasivny pohybovy aparat.

Kost’ je jednou z najtvrdSich tkaniv v 'udskom tele a po chrupke je to najodolnejSie
tkanivo schopné vzdorovat’ mechanickému naméhaniu. Sluzi tiez ako zasobaren vapniku,
fosfatov a inych i6nov, ktoré mozu byt uvolfiované alebo skladované v kontrolovanom
rezime tak, aby sa nemenilo i6nové zloZenie telesnych tekutin [5, 6].

2.1.1. ZlozZenie

Kost’ je Specializované spojivové tkanivo zlozené zo zvapenatelej medzibunkovej hmoty —
kostny matrix a troch réznych typov buniek [6].

2.1.1.1. Kostné bunky

Osteocyty, zakladné bunky zrelej kosti, sidlia v malych komorkach zaliatych v matrix.
Osteoblasty vytvaraju organicku zlozku medzibunkovej hmoty a povrchové kostné lamely.
Osteoklasty su obrovské mnohojadrové elementy, ktoré resorbuju a prestavuju kostné tkanivo.
Vzhladom k tomu, Zze metabolity nemo6zu difundovat’ zvapenately kostny matrix, vymena
latok medzi osteocytmi a krvnymi kapilarami je zavisld na prepojeni buniek, ktoré je
uskutociiované prostrednictvom kandlikov. Kostné kanaliky su tenké, valcovité priestory
prenikajuce matrixom. Pomocou tychto kanalikov osteocyty komunikuji so svojim okolim,
s vnutornym a vonkaj$im povrchom kosti a s krvnymi cievami prechadzajicimi matrixom [5,

6].
2.1.1.2. Endost a periost

Vnutorny aj vonkaj$i povrch kosti je lemovany vrstvou tkaniva, nazyvany endost, resp.
periost, ktory obsahuje osteogenné bunky. Periost pozostava z vonkajsej vrstvy kolagénnych
vladkien a fibroblastov. Zvizky kolagénnych vlakien periostu, ktoré prenikaju matrixom a
upevituju tak periost ku kosti sa nazyvaji Sharpeyove vladkna. Endost vystiela vnutorny
povrch kostnych dutin. Hlavnou funkciou periostu a endostu je vyziva kostného tkaniva a
nepretrzita dodavka novych osteoblastov uréenych k obnove a rastu kosti [6, 7].

2.1.1.3. Kostné tkaniva

Existujt dve varianty kostného tkaniva: kortikdlna (primarna) kost a Spongidézna
(sekundarna) kost’. Primarne kostné tkanivo sa vyskytuje doCasne a v dospelosti je nahradené
kostou sekundarnou s vynimkou niekol’kych mélo miest v tele. Ma niz§i obsah mineralov
a vyssie zastipenie osteocytov ako kost’ sekunddrna. Sekundarne kostné tkanivo sa nachddza
u dospelych a je tvorené kolagénovymi vldknami, ktoré su usporiadané v lamelach a ulozené
bud’ paralelne, alebo koncentricky obklopujuce cievny kanal. Cely komplex koncentrickych



lamiel kosti obklopujicich kanalik, ktory obsahuje krvné cievy, nervy a riedke vézivo,
nazyvame Haversov systém (osteon). V kazdej lamele st kolagénové vlakna usporiadané
rovnobezne. Haversove systémy su obklopené cementovou substanciou, ktoru tvori
mineralizovany matrix s malym poctom kolagénnych vlakien. V kompaktnom kostnom
tkanive maju lamely charakteristickll organizaciu tvorenit Haversovym systémom, vonkaj$imi
a vnitornymi obvodovymi lamelami a lamelami vmedzerenymi (intersticialnymi) [6, 7].

vonkajsie obvodové lamely
intersticialne

"~ lamely

* Haversov systém

lamely traméekov
$pongioznej kosti

Obrazok 1: Schéma stavby kosti [5]

2.1.2. Minerilne latky

Anorganické latky, tvoria okolo 50 % suchej hmotnosti kosti. Prevlada vapnik a fosfor, ale
ndjdeme aj uhliditan vapenaty, horéik, draslik a sodik. Stadia vyhotovené rontgenovou
difrakciou ukézali, 7e vapnik a fosfor tvoria krystaliky hydroxyapatitu. Dalej je vo
vyznamnom mnozstve pritomny amorfny fosforeCnan vapenaty. Pri pozorovani vyzeraju
krystaliky kostného hydroxyapatitu ako dosticky o rozmeroch 40 X 25 x 3 nm. Su ulozené
pozdiz kolagénovych fibril a obklopené amorfnou zakladnou hmotou. Povrchové iény
hydroxyapatitu st hydratované a okolo krystalikov je vytvorena vrstva z vody a i6nov. Tato
hydrata¢nd vrstva ulahCuje i6novi vymenu medzi kryStdlom a telesnymi tekutinami.
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Organicki hmotu tvori kolagén typu I a amorfnd zakladna hmota, ktord obsahuje
glykosaminoglykany spolo¢ne s proteinmi. Kostny sialoprotein a osteokalcin viazu vapnik a
su dolezitym faktorom kalcifikdcie kostného matrixu. Vzhladom k vysokému obsahu
kolagénu viaze odvapneny kostny matrix intenzivne farbiva na kolagénne fibrily. Spojenie
hydroxyapatitu s kolagénnymi fibrilami zabezpecuje kosti charakteristicka tvrdost’ a pruznost’
[6, 8].

2.1.3. Ochorenia kosti

Ochorenia kosti postihuju T'udi v kazdom veku. Pri¢iny ochoreni moézu byt vrodené
poruchy, degenerativne zmeny, urazy, ale aj nadorové ochorenia.

Osteopordza patri medzi systémové ochorenia skeletu, ktoré je -charakterizované
nerovnovahou kostnej prestavby, kedy nastava prevaha osteoresorpcie nad novotvorbou kosti.
Désledkom je tibytok kostnej hmoty a strata pevnosti kosti, ¢o zvysuje riziko zlomeniny. Jej
priebeh je spociatku asymptomaticky, ale postupom casu sa meni na zdvazné ochorenie
s mnozstvom nepriaznivych dosledkov vratane smrti [9].

Rakovina kosti patri medzi zadvazné ochorenia kosti. Kost' je beznym miestom tvorby
metastaz, rakovinové bunky sa obycCajne vytvaraji v kostiach a §iria sa do inych organovych
systémov cez krvny obeh. Z klinického hl'adiska maji kostné metastazy negativny dopad na
kvalitu zivota pacienta a s hlavnou pri¢inou umrtia pacientov [10].

2.2. Biomaterialy a biokeramika

Biomateridly st syntetické materialy uréené pre nahradu prirodnych biomateridlov
v l'udskom tele. Aby plnili funkciu nahrady, musia byt biokompatibilné, tzn. netoxické
a nevyvolavat’ v tele obranni imunitnt reakciu. Podl'a stupiia interakcie so Zivym tkanivom
mozZu byt biokompatibilné materialy bioinertné alebo bioaktivne [2].

Bioinertné materialy su prvou generaciou biomaterialov, ktoré neovplyviiuji biologicky
systém a vykazuji minimalnu alebo Ziadnu interakciu s hostitel'skym tkanivom. Rozhranie
medzi materidlom a hostitel'skym tkanivom tvori tenka acelularna kapsula s minimélnou
adhéziou a material je v nej zapuzdreny. Typicky sa jedna o kovové implantaty [11].

Druhé generacia biomateridlov st bioaktivne materidly, ktoré vyvolavaju kontrolovant
biologickt aktivitu na rozhrani s hostitel'skym tkanivom. Hlavnym zastupcom je bioaktivne
sklo. Bioaktivne skla nie st schopné len vytvorit povrchova Struktaru podobna
hydroxyapatitu po kontakte s biologickymi tekutinami, ¢im podporuju stabilnt védzbu k Zivej
kosti, ale maju aj schopnost’ stimulovat’ kostné bunky k regeneracii, ¢im sa urychl'uje rychlost’
hojenia tkaniv. Bioaktivne skla st Siroko vyuZivané na reparaciu mékkych tkaniv, defektov
kosti a zubov, ale aj ako nosice liekov [11, 12].

Tretia generdcia biomateridlov su vstrebavateIné materialy, ktoré slizia ako docasna
nadhrada kostného tkaniva. Pri obnovovani kostné¢ho tkaniva sa implantovany material
postupne vstrebava bez vzniku metabolickych Skodlivin. Biomateridl poskytuje hmotu, ktora
je vyzadovana pri obnovovani povodného kostného tkaniva [13].
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Obrazok 2: Klinické vyuzitie biokeramiky [14]
2.2.1. Biokeramika

Biokeramika je Specidlne navrhnuta a vyrobena keramika na opravu a rekonStrukciu
chorych, poskodenych alebo opotrebovanych casti tela. Vacsina klinickych aplikacii
biokeramiky sa tyka opravy kostrového systému, zlozeného z kosti, kibov a zubov (tvrdé aj
mikké tkaniva) ale aj na nahradenie Casti kardiovaskularneho systému, najmi srdcovych
chlopni. V mnohych aplikacidch sa keramika pouziva vo forme objemnych materidlov
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Specifického tvaru, nazyvanych implantaty, protézy alebo protetické pomocky. Biokeramika
sa tieZ pouziva na vyplnenie priestoru, zatial’ ¢o prirodné opravné procesy obnovuja funkciu.
V inych situaciach sa keramika pouziva ako povlak na substrite alebo ako druhd féza
V kompozite, ktora kombinuje vlastnosti oboch, na novy materidl s vylepSenymi
mechanickymi a biochemickymi vlastnost'ami [14, 15].

Tabul’ka 1: Charakteristické vlastnosti biokeramickych materialov [15]

., Youngov Pevnost PeYHOSt, Tvrdost’ Hustota
Material modul [GPa] v tlaku vizby [HV] [g/cm?]
[MPa] [GPa]
Al,O3 380 4000 300-400 2000-3000 >3,9

ZrO, 150-200 2000 200-500 1000-3000 6,0

HA 73-117 600 120 350 3,1
Biosklo 75 1000 50 - 2,5

Keramicka kost’ 3-30 130-180 60-160 - -

2.2.1.1. Fosforecnany vipenaté

Biokeramické materialy na baze fosfore¢nanu vapenatého st Siroko vyuzivané v oblasti
regeneracie kosti, ato ako Vv ortopédii, tak aj v zubnom lekarstve kvoli ich dobrej
biokompatibilite, kostnym Stepom a kostnym ndhraddm. Biokompatibilita je spdsobend ich
hojnost'ou v tele v rozpustenom alebo pevnom stave.

Kriticky problém, ktory obmedzuje SirSiu klinicka aplikdciu s mechanické vlastnosti.
Fosfore¢nany st krehké a maji nizku odolnost’ vo¢i narazu a pomerne nizku pevnost’ v tahu.
Hlavnym dovodom je ich porozita, ktora slizi ako iniciané miesto pre Sirenie trhlin. Napriek
tomu ich pevnost’ v tlaku je pomerne dobra, je nizSia ako normalna kost’, preto sa pouzivajt
ako implantaty bez zataZenia, ako je operacia stredného ucha, kostna vypln v Ustnej dutine
alebo ako povlak na zubné a ortopedické kovové implantdty. Medzi zastupcov patri
monohydrat dihydrogénfosfore¢nanu vapenatého, dihydrat hydrogénfosfore¢nanu vapenatého,
hydrogénfosfore¢nan vapenaty, hydroxyapatit a mnoho d’alsich [16].

2.2.1.2. Hydroxyapatit

Hydroxyapatit (HA) je ¢lenom apatitove] skupiny keramiky. Bol velakrat testovany ako
umela kost, pretoze je podobny prirodzenej kosti, aj ked’ neobsahuje organické zlozky ako
kolagén a polysacharidy. HA sa syntetizuje a pouziva na vyrobu réznych foriem implantatov
(pevnych a poréznych) a ako povlak na inych implantatoch.

HA sa vyraba réznymi metédami ako je hydrotermdlna syntéza, mikrovlnna syntéza,
precipitacna metdda. Hydroxyapatitova keramika sa zvycCajne pripravuje z apatitu ziskaného
zraZanim alebo hydrolyzou a nasledne spekanych pri teplotach medzi 950 °C a 1300 °C.

Hlavnym problémom, ktory sa vyskytuje pri aplikacii HA, je jeho pomerne slaba
mechanickd odolnost’. Z toho dovodu sa vyuZziva aj ako povlak na kovové implantaty, ktory je
nanasany plazmovym nastrekom a zabezpecuje im primarnu stabilitu. Velké usilie bolo
vynalozené na zlepSenie mechanickych vlastnosti HA keramiky na pouzitie v implantatoch.
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Mechanické vlastnosti mézu byt zlepsené kalcinaciou praSkov alebo modifikaciou spekania
vytvorenych vzoriek. Kalcinované prasky maju tendenciu agregovat a tiez maju urcitd
heterogenitu vo svojom zlozeni. Okrem toho, vysoka kalcina¢na teplota, ktora sa vyzaduje,
moze spdsobit’ zvacsenie vel'kosti zrna, preto je potrebna ovel'a nizsia teplota.

Hydroxyapatit je klasifikovany ako biokativny, ¢o znamena, ze podporuje vrastanie kosti
a priame spojenie medzi kostou a povrchom implantatu. Hydroxyapatit je rozpustny v kyslom
prostredi roztoku, pricom je nerozpustny v alkalickom a mierne rozpustny v destilovanej
vode. Rozpustnost’ v destilovanej vode sa zvysuje pridanim elektrolytov. Okrem toho sa meni
rozpustnost HA v pritomnosti aminokyselin, proteinov, enzymov a dalSich organickych
zlucenin. Tieto rozpustné vlastnosti su uzko spojené s biokompatibilitou HA s tkanivami a

jeho chemickymi reakciami s inymi zluCeninami. AvSak, rychlost’ rozpustnosti zavisi od
rozdielov v tvare, porozite, velkosti krystalov, kryStalinity, a velkosti kryStalov.
Hydroxyapatit reaguje aktivne s proteinmi, lipidmi a inymi anorganickymi a organickymi
latkami[15, 17].

Obrazok 3: Mikrostrukturna podobnost’ 'udskej kosti a) a hydroxyapatitu b) [18]

2.2.1.3. Oxid hlinity

Cisty oxid hlinity (> 99,5%) sa pouziva od zadiatku sedemdesiatych rokov ako
implantatovy material, obzvlast pre umelé kibové protézy (vacsinou bedier) a zuby, pretoze
ma vynikajiacu kompatibilitu s tkanivami a dobré mechanické vlastnosti (najmi trenie a
opotrebovanie). M4 vSak ovel'a nizsiu pevnost’ v tahu nez pevnost’ v tlaku v dosledku jeho
krehkosti (to znamena, ze nemodze prechadzat plastickou deformaciou ako kovy a plasty).
Tieto charakteristiky obmedzuju jeho pouzitie na tlakové aplikacie.

Viacsina oxidu hlinitého pouzitého na vyrobu implantatov je bud’ polykrystalicka pevna
latka s vysokou hustotou a Cistotou, alebo umelo pestovany bezfarebny monokrystal. Rovnako
ako u vSetkych ostatnych krehkych materidlov, mechanické vlastnosti polykrystalického
oxidu hlinité¢ho zavisia vo velkej miere od velkosti zrna, distriblcie zrna a porozity.

V biomedicinskych aplikdcidch ma oxid hlinity zna¢né vyhody oproti inym materidlom
kvoli jeho inertnosti, ktora pontka vynikajucu biologickli kompatibilitu a nesenzibilizaciu
tkaniv. NavySe jeho vynikajice opotrebovanie a trecie vlastnosti in vivo ho robia vhodnym
pre umelé povrchy kibov. Jeho pevnost’ v tlaku, ktord je vyssia ako jeho pevnost v tahu,
sposobuje, e je vhodnejsi na kompresné zat'azenie, ako u umelych kibov a zubov. Jednym z
nedostatkov oxidu hlinitého je vznik a rast mikrotrhliniek, ¢o vedie k rychlemu opotrebeniu.
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Nedostatkom su aj neéistoty, ktoré mozno prekonat’ starostlivou kontrolou kvality pocas
vyroby [15, 19].

2.2.1.4. Oxidy zirkonia

Zirkénium je leskly Sedo-biely kov, ktory méze mat’ modroc€iernu farbu v praskovej forme.
Zirkénium sa vyznaCuje svojou chemickou stalostou, je odolné voci vode aj vacsSine
mineralnych kyselin a alkalickych hydroxidov. V prirode sa nenachadza ako cisty oxid.
Hlavné zdroje zirkonia su zirkén (ZrSiO,4) a baddeleyit (ZrO,), véd¢sina pouzitého materialu sa
chemicky extrahuje z tychto dvoch minerdlov. Oxidy zirkénia sa pouzivaji na vyrobu
implantatov a kibovych nahrad. Niektoré z jeho mechanickych vlastnosti su rovnako dobré
alebo lepsie, ako vlastnosti keramiky z oxidu hlinité¢ho. Zirkonium bolo pouzité na nahradenie
oxidu hlinitého, pretoze vyrobené implantaty mdézu byt tvrdSie a silnejSie ako z oxidu
hlinitého. St vysoko biologicky kompatibilné, podobne ako iné keramické materidly a mozu
byt vyrobené do takych velkych implantatov, ako je femoralna hlava a nahrada bedrového
kibu. Niektoré z ich nevyhod zahfiiaji skutonost’, Ze vykazuju vysokua hustotu, nizku tvrdost
a fdzové transformadcie pri strese vo vodnych podmienkach, ¢im sa zhorSuju ich mechanické
vlastnosti. Oxid zirkoni¢ity ma vynikajuce mechanické vlastnosti (pevnost, tvrdost’)
porovnatel'né s tvrdostami na baze kovu, ¢o je mozné vyuzit' na pripravu keramickych
koruniek, mostikov a ostatnych implantatov v stomatologii [15, 20].

2.3. Mechanické vlastnosti keramiky
2.3.1. Pevnost’

Keramika ma tendenciu byt slaba v pevnosti v tahu, ale silna v pevnosti v tlaku. Kovy
maji pevnost’ v tlaku blizku pevnosti v tahu, ale keramika moéze mat’ pevnost v tlaku
niekol’kondsobne vysSiu ako v tahu. Rozdiel medzi pevnostou v tahu a tlaku je Ciastoc¢ne
sposobeny krehkym charakterom keramiky. Pri vystaveni zat'azeniu tahom nie je keramika
schopna uvolnit’ napdtie. Pevnost keramickych materidlov méze byt ovplyvnena
pritomnost'ou fyzickej chyby v materiali, ako st trhliny, ktoré sa mézu §irit’ v tahu a nie v
kompresii, vnutorné cudzorodé latky a kryStdly sabnormalnym rastom zfn. ZvySenie
priemernej velkosti zrna oslabuje keramiku, pretoZe vécSie zrna prinaSaju vicSie chyby.
Vicsie keramické komponenty, kvoli svojmu objemu, maja VvysSiu pravdepodobnost
vnutornych chyb V porovnani s mens$imi. Pevnost’ keramiky je vyznamne ovplyvnena
zmenami behom vyroby a vyrobnych procesov. Znizovanie pevnosti je ovplyvnené
zvySovanim defektu v materiali. Pevnost’ je rozdelena na pevnost’ v tlaku, ohybe, tahu, Smyku
a krute (torzii). Pevnost v tahu sa ukeramickych materidlov nestanovuje z dévodov
nemoznosti technicky realizovat’ trhaciu sktsku reprodukovatelnym spdsobom. Mechanicka
pevnost’ keramiky v oblasti krehkého chovania je predovSetkym =zavisla na hodnote
Youngovho modulu pruznosti. Youngov modul pruznosti je jednou zo zékladnych
materialovych charakteristik [21].
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Obrazok 4: Pdsobenie sil pri stanoveni pevnosti [21]
2.3.2. Pruznost

Pokrocilé keramické materidly maji vysoku tuhost’, ktord je definovand pruznostou vzorku
po jeho zat'azeni. Materialy, ktoré vykazuji menSiu pruznu deforméciu pri zatazeni, maju
vysSiu tuhost. Az do kritického namdhania tahovou alebo tlakovou silou je deformacia
priamoumerna napétiu [21].

2.3.3. Tvrdost

Tvrdost’ je jednou z najCastejSie meranych vlastnosti keramiky. Jej hodnota poméha
charakterizovat’ odolnost’ vo¢i deformacii, zhutneniu a lomu. Tvrdost' je rozhodujuca pre
rezné nastroje, diely odolné voéi opotrebeniu a oteru, protetické kibové nahrady a mnoho
d’alSich. Skusky tvrdosti sa delia na vtla¢ané, vrypové a odrazové. Tvrdost’ keramiky je
zvyCajne merand na konvenénych mikrotvrdomeroch s diamantovym indentorom podla
Vickersa alebo Knoopa.

Pri Vickersove] metdde merania mikrotvrdosti je vtlaCany diamantovy ihlan (indentor)
s malym zataZenim, Co vytvara menSie, hlbSie odtlacky, ktoré s vic¢Sou pravdepodobnost'ou
prasknti ako u Knoopa. Pri Knoopovej metode sa vyuziva predizeny indentor na prekonanie
trhlin pozorovanych v krehkych materidloch. Tvrdost' podl'a Knoopa je Casto vySSia pri
nizkych zataZeniach, ale potom klesd na plo$nt zataz, ktord je o nie€o mensia ako tvrdost’
podla Vickersa pri vysokych zatazeniach [22].
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2.4. Porozita a jej vplyv na scaffold

Porozita je definovana ako pomer objemu porov k celkovému objemu porézneho telesa,
ktora sa vSeobecne vyjadruje v percentach. Zavedenie porozity v keramike umozinuje rozsirit’
pocet moznych aplikacii v oblasti biomediciny. Porézne materialy su klasifikované podla
velkosti porov. IUPAC klasifikuje porézne materidly na:

e mikroporézne materidly maji priemer poérov mensi ako 2 nm,
e mesoporézne materidly maju priemer pérov medzi 2 nm a 50 nm,
e makroporézne materialy maju priemer pérov vacsi ako 50 nm [23].

Porozita umoziuje chemické spojenie medzi biokeramikou a kostami. Otvorena porozita
je priamo spojena s tvorbou kosti a poskytuje povrch a priestor pre pripojenie buniek a rast
kosti. V tkanivovom inZinierstve nachadzaji uplatnenie najmd porézne biokeramické
scaffoldy, ¢o su trojrozmerné porézne skelety s vysSou poréznostou ahomogénnou
prepojenou sietou poérov, ktoré sluzia sa kontrolu bunkovych funkcii a usmeriiuju tvorbu
novych tkaniv aorganov. Scaffold musi mat vzajomne prepojentt Struktiru s velkym
pomerom povrchu k objemu a vel’kostou porov najmenej 100 um v dosledku velkosti buniek
(idedlne na opravu kosti) aby sa umoznila proliferdcia buniek, rast tkaniva, ul'ahcila
vaskularizacia konStruktu a transport zivin. Odportcaju sa vSak velkosti porov viac ako
300 um v dosledku zvySenej tvorby novej kosti a tvorby krvnych kapilar. Rozhodujicim
aspektom pre Uspesny vysledok scaffoldov pre nosné aplikacie je potreba vyrovnat’ porozitu
skeletu sjeho mechanickymi vlastnostami. Vysoko prepojena porézna Struktira (typicky
obsah porov nad 50 obj. %) je nevyhnutna na umoznenie uplnej integracie scaffoldu po jeho
implantacii. AvSak porozita ovplyviluje mechanicki spdsobilost’ zloZzky, pretoze pevnost
a tuhost’ sa postupne zmensSuju so zvySujucou porozitou a velkostou prepojenia. ZvySenie
vel'kosti prepojenia ma za nasledok zniZenie pevnosti v tlaku, pretoZze zvySenie prepojenia
s konstantnou vel'kost'ou porov vedie k zvySeniu porozity [24, 44].

Velkost” porov ovplyviiuje aj proliferdciu buniek. Vacsia velkost’ porov je prospesna pre
bunkovy rast, pretoZe vo vdc¢Som priestore sa moZe ziskat' vidcSia vymena média.
V tkanivovom inZinierstve pre najlepSie pripojenie buniek v scaffoldoch je idealna velkost
prepojenia poérov 120 um a velkost' poérov 300 —400 pm. Pory viacsie ako 400 um
neumozinuju zachytenie niektorych buniek v scaffoldoch pri ofkovani a véac¢Sie prepojenia
Vv okoli 150 um znizuji pocet naockovanych buniek v scaffoldoch [25].

Pri vaskularizacii, ktord je rozhodujuca pre regeneraciu kosti, vedie zvicSenie velkosti
porov k zviacSeniu velkosti krvnych ciev rastiicich do makroporéznych biokeramickych
scaffoldov. ZvicSenim velkosti prepojenia sa zvdcSuje velkost apocet krvnych ciev
vytvorenych v makroporovych bunkach. Makropory poskytuju hlavne priestor pre rast
krvnych ciev a prepojenia funguju ako dvere pre rast krvnych ciev [25].

Optimélne parametre porov sa mozu liSit pre rozne aplikacie tkanivového inZinierstva,
ktoré je potrebné vziat’ do tivahy pri konstrukcii scaffoldov [25].
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2.5. Metoda freeze-casting

Freeze-casting je metdda tuhnutia suspenzie pri vyrobe poréznych materiadlov. Sklada sa
z pripravy suspenzie, spodného mrazenia suspenzie, lyofilizacie a spekania. Vyhoda freeze-
castingu je jeho flexibilita. Objemova frakcia, velkost’, tvar a orientacia porozity mézu byt
ladené zmenou charakteristiky suspenzie ako aj podmienok tuhnutia. Zdkladna keramicka
suspenzia pre freeze-casting pozostava z najmenej troch zakladnych zloziek ajej jemné
ladenie umoziuje prispdsobit’ velkost’ porov, tvar a celkovu porozitu [26, 27].

2.5.1. Priprava suspenzie

Pri priprave suspenzie musi byt keramicky prasok spravne dispergovany v rozpustadle,
takze sa Casto pouziva disperzant. Teplota suspenzie je zavisla na rozsahu, v akom je
rozpust'adlo kvapalné, laboratorna teplota v pripade vody, ale pre suspenzie na baze kamfénu
a terc-butylakoholu je potrebna odlisna teplota. Stabilita suspenzie sa musi kontrolovat, aby
sa zabranilo segregaénému javu pri procese mrazenia. Keramicka suspenzia sa sklada z troch
zakladny zloziek, ktorymi st keramicky prasok, rozpustadlo a aditiva [28].

25.1.1. Keramicky prdasok

Prvou zlozkou suspenzie je keramicky prasok. Jeho zastupenie byva v rozmedzi 10-50
objemovych % celkovej suspenzie v zavislosti od poZzadovaného mnozstva celkovej porozity.
Nizsia hodnota ako 10 obj. % by bola problematicka pre mechanickt integritu koneénej
konstrukcie s vel'mi tenkymi keramickymi stenami, zatial’ ¢o vysSia hodnota ako 50 obj. % by
nebola vhodna pre rast rozpustadlovych krystalov a naslednu tvorbu porozity, kvoli nizkemu
obsahu rozpustadla v suspenzii. Fyzikalno-chemické vlastnosti prasku ako je velkost’ zrna,
hodnota pH alebo Specificky povrch maji vplyv na stabilitu suspenzie. Vhodnymi
keramickymi praskami je napr. hydroxyapatit, oxid hlinity, oxid zirkoni¢ity, oxid titani¢ity,
ale aj kompozitné materialy [26].

2.5.1.2. Rozpustadlo

Druhou zlozkou suspenzie je rozpustadlo. Tri hlavné rozpustadla su voda, kamfén a terc-
butylalkohol, pri¢om kazdé z nich vedie k inému tvaru porozity. Najcastejsie sa vyuziva voda
v dosledku absencie chemickej toxicity pocas celého procesu. Vysledna porozita spojena
S pouzitim vody ako rozpustadla predstavuje lamelarny tvar v dosledku vacSej vertikélnej
rychlosti rastu kryStalov 'adu oproti horizontadlnemu rastu. Ked” podmienky rastu krystalov
vedl k veI'mi malému lamelovému rozstupu, napriklad vd’aka vysokej rychlosti mrazenia,
modze byt rychlost’ rastu kryStadlov dostatocne vel'k4 na vytvorenie mostikov medzi lamelami
[26, 29].

Kamfén, organické rozpustadlo, tvori dendriticki porozitu. Kamfén mdze byt zmrazeny
a l'ahko sublimovany v blizkosti izbovej teploty, ¢o je jeho zna¢nou vyhodou. Freeze-casting
na baze kamfénu sa moze pouzit’ na zmrazenie vel'mi zriedenych keramickych suspenzii, ¢o
umoznuje vyrobu keramiky s ultra vysokou poréznost'ou a Gplne prepojenymi kanalmi pérov.
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Kamfénové krystaly maji izotropnu Strukturu, zatial ¢o voda tuhne do anizotropnich
Sest'uholnikovych 'adovych krystalov [26, 29, 30, 31].

Terc-butylakohol dava porozitu s prizmatickym tvarom. Terc-butylalkohol sa ¢asto miesa
s vodou, ktord sa pouziva ako rozpustadlo pri lyofilizacii, pretoze TBA moéze rozpustat
organicku latku. TBA avoda vkvapaline st nekoneCne rozpustné, ale po tuhnuti
nepredstavuji jediny tvar. Tvar krystdlu sa meni v pomere TBA avody. Kanaliky
s hexagonalnymi pormi sa daju ziskat’ pri keramickej suspenzii so 100 hmotnostnymi % TBA
[26, 32].
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Obrazok 5: Typicka stuhnuta mikrostrukttra réznych krystalov z terc-butylalkoholu (TBA): (a) 100%
vody; (b) 10% TBA; (c) 20% TBA; (d) 30% TBA,; (e) 40% TBA,; (f) 50% TBA,; (g) 60% TBA; (h)
70% TBA,; (i) 80% TBA; (j) 90% TBA,; (k) 100% TBA; (1) schéma vplyvu zloZenia na mikrostrukturu
[32]

2.5.1.3. Aditiva

Poslednou zlozkou keramickej suspenzie su aditiva. Aditiva sa vyuzivaji na zaistenie
stability a viskozity suspenzie, aby sa zabranilo sedimentacii po¢as kroku mrazenia, ana

17



zabezpeCenie dostatoénej mechanickej pevnosti pre Struktaru green body pocas kroku
lyofilizacie a tym zabranili jej poSkodeniu. Green body je keramické teleso (prasok) pred
procesom spekania. Aditiva mozu byt tiez pritomné v suspenzii ako Struktarne ¢inidlo, ktoré
pri freeze-castingu moze upravovat’ §truktaru lamiel. Dalej umoziiuju regulovat’ povrchova
Struktaru a drsnost’ lamiel vytvorenych poc¢as procesu mrazenia [26, 29].

V niektorych pripadoch sa vyuzivaji funkéné aditiva zahffiajice napriklad enzymy
a antibiotikd na kontrolované uvoliiovanie lieCiva. Mézu byt pridané od zaciatku procesu,
vzhl'adom na biologickli funk¢énost, ked” sa nevyzaduju ziadne vysokoteplotné kroky
spracovania, ¢o je pri pouziti polymérov alebo zmesi keramiky a polyméru. Pridanie na
zaciatku zabezpecuje ich dobré priestorové rozdelenie vo findlnych materidloch, ¢o méze byt’
nevyhnutné na zabezpecenie postupného uvolniovania do tela v pripade antibiotik [4].

Pridavok PVA do suspenzie ma vplyv na rast ladovych krysStalov a vedie k rozdielnym
morfoldgiam a velkostiam porov Vv keramike. PVA ma za nasledok, Ze pdrov je viac a st
menS$ie. VacSina znich je otvorend aviac porov vytvdra prepojenia. Hydroxyapatitova
keramika s malymi poérmi vyrobenymi pridavkom PVA moéze byt pouzita ako nosi¢ lickov
[33].

Pridavok polystyrénu ako organického spojiva do suspenzie tvorenej oxidom hlinitym
a kamfénom na vyrobu keramiky s vyrovnanymi kanéalikmi pdérov, ma za nésledok tvorbu
poréznej keramiky s ultra vysokou poréznost'ou viac ako 88% [34].

Kryoprotektanty, tieZ zndme ako nemrzntce ¢inidla, vykazuji znaény pokles bodov mrazu
a niektoré aj modifikuju poréznu $truktiru. Jednym z Kryoprotektantov je glycerol, ktory ma
za nasledok rovnorodé kandliky pérov. Hlavnou vlastnostou glycerolu je zniZzovanie Sirky
poérov bez ohladu na to, ¢i viskozita suspenzie sa zvysila alebo znizila po jeho pridani.
Dal§imi kryoprotektantami st etanol alebo 1-propanol, silné interakcie vodikovych vizieb
medzi alkoholmi a molekulami vody mézu narusit’ krystalizaciu I'adu, ¢o spdsobuje dobrii
spojitost’ medzi lamelami a vysledkom je vyssia pevnost’ v tlaku [35].

Pridavok Zelatiny meni lameldrne pory na malé a prepojené bunkové pory, €ize meni
dvojrozmerna lamelarnu $truktiru na trojrozmerny sietovany por. Zelatina ma vplyv nielen
na vel'kost’ a morfoldgiu poérov, ale aj na viskozitu suspenzie a porozitu [36].

Dal$imi aditivami je napriklad sacharéza, trehaléza, chlorid sodny a mnoho d’alsich, ktoré
tiez upravujt Struktiru keramiky [37].

2.5.2. Proces mrazenia

Proces mrazenia je kriticka faza, v ktorej sa vytvara §truktara a ur€uju sa vlastnosti buducej
porozity. Zmrazenie suspenzie indukuje opakovane vzrast vertikalnych rozpustadlovych
krystalov pozdiz smeru mrznutia a stvisiace odstvanie keramickych &astic medzi tymito
krystalmi. Podmienky mrazenia si ur¢ené pociatocnou volbou rozpustadla. Nizke teploty
(<0 °C) su potrebné pri pouziti vody, zatial’ o pri pouziti kamfénu je dostatocna laboratorna
teplota, pricom bod tuhnutia je okolo 44-48 °C. Podmienky mrazenia budi do znac¢nej miery
urovat’ charakteristiku rasticich kryStalov rozpusStadla a tym aj kone¢nu charakteristiku
porozity [4, 26, 27].
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Obrazok 6: Spracovanie krokov freeze-castingu [38]

Na Obrazku 6 mdzeme vidiet znazornenie priebehu procesu freeze-casting. Suspenzia s
keramickymi Casticami (a) sa umiestni na chladiace médium; krystaly I'adu rozpustadla sa
Siria v smere teplotného gradientu a sGi¢asne odtlacaju keramické castice z pohybujlicej sa
mrznlcej prednej Casti (b). Oblast’ nahromadenych cCastic sa uhyba medzi 'adové krystaly (c).
Po uplnom stuhnuti (d) sa l'adové krystaly odstrania lyofilizaciou (e). Nakoniec sa Castice
tepelne spracuju spekanim na zahustenie stien (f).

Vysledna mikrostruktura moze byt rozdelena do troch charakteristickych zon (Obrazok 7),
z ktorych sa kazda vyznacuje odliSnym tvarom a rozmermi pérov. V hutnej zone, ktora sa
nachadza najblizsie k chladiacemu médiu, nie je pozorovana Ziadna porozita. Je to spdsobené
teplotnou zmenou a rychlym rastom rozpustadlovych krystalov, ktoré zachycuju castice
suspenzie. Po hutnej zone nasleduje prechodova zoéna, ktora je charakteristicka celularnou
mikrostruktarou a za¢inaj vznikat’ lamely. Prechodova zona je zavisla od rychlosti mrazenia,
koncentracie suspenzie a velkosti keramickych cCastic. Na zaciatku prechodovej zony je
priemerna velkost' porov mald avrchna cast vykazuje lameldrnu Struktiru. Konecna
lamelarna zéna obsahuje lameldrnu mikrosStruktiru S vyrovnanymi pormi v Smeru rastu
krystalov a prepojenou porozitou [39].

lamelirna zéna

prechodovi zéna -

A0[AsATy "dZox mysea Jams

celularna
mikrosStruktira

Obrazok 7: Charakteristicka mikro§truktira vytvorena pomocou metody freeze-casting [39]
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2.5.2.1. Vplyv rychlosti mrazenia na mikrostruktiiru

NajdolezitejSimi parametrami pri procese freeze-casting st teplota mrazenia, obsah tuhych
latok, rychlost’ a spdsob ochladzovania. Teplota mrazenia sa pohybuje od —20 °C az po
teplotu kvapalného dusiku (=196 °C). Obsah tuhych latok urcuje objem porozity a velkost
porov. Je potrebny optimalny rozsah koncentracii suspenzie, aby sa zabranilo kolapsu
mikro$truktiry. Parameter, ktory dominantne ovplyviiuje orientaciu porozity je chladiaci
proces. Ak chceme ziskat mikrostruktiru so smerovo orientovanymi poérmi musi byt
v kontakte s chladiacim zariadenim iba spodna Cast’ suspenzie. Proces chladenia sa moéze
uskutoc¢novat’ pri konstantnej teplote alebo pri konstantnej rychlosti mrazenia. Ked’ je teplota
udrziavand konStantna, mikroStruktura ukazuje tvorbu roéznych orientovanych kolonii
S vyrovnanymi pormi, zatial o v pripade, Ze sa zmrazovanie uskutociiuje konStantnou
rychlostou, ziska sa porézna Struktura sjednosmernymi kanalikmi. Kinetika tuhnutia ma
vplyv na velkost' porozity a Struktary zmrazenej keramiky. Velkost' porov sa mdze menit
vacsinou zvySenim alebo zniZzenim rychlosti mrazenia. KedZze st kanaly porov vysoko
anizotropné, su charakterizované¢ dlhou a kratkou osou. Pri nizkej rychlosti chladenia
(<1 °C/min), bude kone¢na mikros§truktira charakterizovana vel’kou hrubkou lamiel (>50 pum)
a sirkou poérov (>500 um v dlhej ose a 40 um V kratkej ose). Naopak pre rychlu chladiacu
rychlost’ (>5 °C/min) st charakteristické jemnejsie lamely a pory [39, 40].

2.5.3. Lyofilizacia

Lyofilizacia alebo tiez mrazové suSenie, je metdda na odstranenie vody sublimaciou
ladovych kryStidlov zo zmrazeného materidlu. Prebieha pod trojnym bodom vody
(rozpustadla), 'ad v produkte je priamo premeneny na vodnu paru, ak je parcialny tlak vodnej
pary niz$i ako parcialny tlak I'adu pri jeho prislusnej teplote [41].

Prva faza lyofilizacie je primarne suSenie, kedy sa materidl zbavuje vlhkosti. Pocas
primarneho susenia sa znizuje tlak a do materialu sa privadza teplo, aby sa voda sublimovala .
Vzniknut4d vodnd para desublimuje na kondenzatore, ktory je ovela chladnej$i ako material
(=50 az —60 °C oproti —10 az —20 °C). Tlak par v kondenzatore je ovela nizsi ako pri
produkte. Teplota produktu nesmie nikdy prekrocit’ jeho teplotu eutektického alebo sklené¢ho
prechodu. Ak dojde k prekroceniu tejto teploty, 'ad sa zacne skvapaliovat, ¢im by narusil
produkt. Na konci primarneho suSenia vidéSina produktov strati 95 % svojej vlhkosti.
Zostavajuca vlhkost’ 5 % je Casto dostatocné na to, aby eSte podporovala biologickt alebo
chemicku aktivitu, ktord spdsobi degradaciu. Odstranenie zvySnej adsorbovanej alebo
viazanej vody prebiecha desorpciou, sekundarnym suSenim. Desorpcia zahifia odstranenie
molekul vody, ktoré priliehaju k povrchu produktu pomocou Van der Waalsovych sil. Tento
proces je ovela energeticky narocnej$i ako sublimacia. Teplota sa Vv komore zvysi
0 20 - 30 °C nad konec¢n11 teplotu primarneho susenia [41, 42].
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Obrazok 8: Fazovy diagram trojného bodu vody [43]

2.5.4. Spekanie

Po uplnom odstraneni rozpustadla, ziskané green body moéze byt spekané beznou
technikou spekania, pri ktorej dojde k spojeniu keramickych castic. Spekanie pozostava
z vysokotepelného spracovania green body, ale pri teplote nizSej ako je teplota topenia. Pri
vysokej teplote moéze nastat’ zhrubnutie mikrostruktary, kedy dochadza k rastu velkosti zrna
a porov. Podmienky spekania, ako je teplota a ¢as, zavisia od pouzitej keramiky a moézu byt
optimalizované na dosiahnutie pozadovanej velkosti zrna a hustoty. Pocas fazy spekania sa
z keramickych stien moze odstranit’ mikroporéznost’, ale makroporéznost’ vytvorena krystalmi
rozpustadla sa zachova. Pri spekani mozZe byt’ okrem vysokej teploty vyuzity aj tlak, ale nizka
pevnost’ green body pri metode freeze-casting zabranuje akémukol'vek pouzitiu spekania pod
tlakom [4].
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3. EXPERIMENTALNA CAST

3.1. Pouzité chemikalie

e Hydroxyapatit: 502,31 g/mol (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e Polyvinylalkohol: 61,00 g/mol (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e Dolapix CE64: 660 g/mol (Zschimmer & Schwarz, Nemecko)
e 2-oktanol: 130,23g/mol (Fluka AG, Svajéiarsko)

e Sacharéza: 342,30 g/mol (Cukrovar Vrbatky, Ceska republika)

3.2. PouZzité pristroje

e Presné vahy (Mettler Toledo)

¢ IR teplomer (Voltcraft IR 2200-50D)

e Chladiaca doska (Medite)

e Lyofilizator (vlastny prototyp)

e Vysokoteplotna pec (Clasic HT1200M)

e Stereolupa (Zeiss Stemi 508)

e Elektronovy mikroskop (FIB/SEM Tescan Lyra3)

3.3. Metédy pripravy

3.3.1. ZloZenie a priprava keramickej suspenzie

Zakladnou zlozkou keramickej suspenzie bol hydroxyapatit, ktory sluzi ako plnivo. Ako
rozpustadlo bol pouzity vodny roztok polyvinylalkoholu. Voda ovplyviiuje vysledné pory,
ktoré maji lamelarny tvar vdaka vidcSej vertikdlnej rychlosti rastu kryStdlov oproti
horizontalnemu rastu. Pridavok polyvinylakoholu sluzi ako spojivo, pretoze nereaguje
s prisadami, ovplyviuje morfologiu a vel’kost’ porov [33]. Dolapix CE64 sluzi ako disperzant
a stabilizuje suspenziu. Dalsie aditivum je 2-oktanol, ktory odvzdusiuje suspenziu pri miesani
pred vakuovym odvzduSnenim pomocou exsikatoru. Sacharéza pomaha kontrolovat a
speviiovat’ Struktiru rastucich krystalov.

Pouzita keramicka suspenzia obsahovala 15 obj. % hydroxyapatitu, d’alej oznacenie ako
15S.

Hydroxyapatit bol upraveny pred pouzitim kalcinaciou, kedy sa redukuji uhlicitany
z vychodiskového prasku. Kalcinacia bola uskutoénena vo vysokoteplotnej peci pri teplote
800 °C pocas 2 hodin. Pri teplote nad 800 °C sa hydroxyapatit meni na fosfore¢nan vapenaty.

Do suspenzie sa pouzival priblizne 1% roztok polyvinylalkoholu, ktory sa pripravuje
stanovenym postupom. Bolo navazené 9,61 g PVA, ktory bol prevedeny do plastovej flase
s 1000 ml deionizovanej vody. Flasa bola umiestnena do vodného kupel'a o teplote 97 °C, aby
sa rozpustil PVA.

Do plastovej flase na pripravu suspenzie boli vlozené gul'6cky oxidu zirkonicitého, aby
pokryli dno, kvoli dokladnému premieSaniu suspenzie. Do véziacej misky bolo navazené
stanovené mnoZstvo sacharozy, ktora bola prevedena do plastovej fT'aSe spolu s pripravenym a
navazenym roztokom polyvinylakoholu. Roztok bol premieSavany az do rozpustenia
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sachardzy. Do roztoku bolo napipetované stanovené mnozstvo Dolapixu CE64 a oktanolu. Po
premieSani roztoku bolo postupne pridavané 30 g kalcinovaného hydroxyapatitu. Na zaver
bola fl'asa uzavretd a umiestnena na miesacie valce, kde pobudla priblizne 24 hodin. Kone¢né
zlozenie suspenzie s 15 obj. % hydroxyapatitu je uvedené v Tabulke 2.

Tabul’ka 2: ZlozZenie suspenzie s 15 obj.% hydroxyapatitu

o Hmotnost” | Obj. zastipenie | Hmot. zastiipenie

Chemikalia (q] [% obj ] [% hmot ]
Hydroxyapatit 30,0 15,1 34,08
Polyvinylakohol 1,1 1,1 1,25
Voda 51,5 80,7 58,50
Dolapix CE64 2,0 2,8 2,22
2-oktanol 0,83 1,0 0,94
Sacharoza 2,6 - 3,00

3.3.2. Forma

Forma sa sklada z podstavy, troch stien a medeného val¢eku. Vyska stien je 45,4 mm
ahrubka je 11,9 mm. Medeny valéek ma vysku 13,9 mm apriemer 254 mm. Steny
a podstava boli vytlaené pomocou 3D tlaciarne z kyseliny polymlie¢nej. Material vyrobeny
z kyseliny polymlie¢nej ma dobru tuhost, tvrdost, pevnost, ale aj trvanliva Struktiru. Steny
formy su duté, ¢o slizi ako izolant a dochadza tam K menSiemu prestupu tepla. Naopak
medeny valéek, ktory je v kontakte s chladiacou podlozkou ma vysoky koeficient tepelne;
vodivosti, ¢o zabezpecCuje dobry prenos tepelnej energie. Steny spolu s podstavou st spojené
pomocou vazeliny, ktora zabezpeluje nepreteCenie suspenzie a jednoduchu rozlozitelnost
formy.

Obrazok 9: Model formy vyuzivanej pri freeze-castingu
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3.4. Metdda freeze-casting pomocou chladiacej dosky

Suspenzia bola odobrata z mieSacich valcov a vloZzena do exsikatoru, kde bola dalej
odvzdusnena po dobu 5 mintt. Zlozené formy boli polozené na chladiacu dosku aby sa
nachladili, ¢o bolo pozorované infracervenym teplomerom. Po nachladeni foriem bola do nich
vliata odplynend suspenzia a zaznamenand jej teplota. V rovnakych ¢asovych intervaloch (od
10 po 50 minut) bola teplota znizovana o 5 °C az do —35 °C. Pri kazdom zniZovani teploty
chladiacej dosky bola zmerana a zaznamenand teplota hladiny suspenzie. Teplota bola
zaznamenavand az do Uplného zmrazenia suspenzie. Uplne zmrazenie suspenzie bolo
pozorované¢ volnym okom, kedy sa na vrchnej strane vzorky objavilo lameldrne
Strukturovanie a overené pomocou IR teplomeru, kedy hodnota teploty prekrocila hranicu
—5°C.

Obrazok 10: Model ststavy pri metode freeze-casting pomocou chladiacej dosky

3.4.1. Typy rychlosti mrazenia

Pomocou freeze — castingu s chladiacou doskou prebichalo zniZzovanie teploty pomocou 5
Casovych intervalov (10, 20, 30, 40, 50 mintt) pri teplotnom gradiente od —5 °C po —35 °C
S krokom —5 °C. Z toho vyplyva, Ze po uplynuti urcitého ¢asového intervalu sa znizi teplota
0 5 °C az do —35 °C, ¢o bolo dosiahnutel'né maximum na chladiacej doske.

Suspenzia bola vlievana do foriem az po okraj, preto vyska zmrazené¢ho vzorku Cinila
455 mm. Na zaklade vySky zmrazeného vzorku (h,) azaznamenaného Casu zmrazenia
vzorky (t;) bola vypocitana priemerna rychlost’ mrazenia podl'a vztahu (1).

_hy (1)

v =
tz
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Obrazok 11: Graf teplotného gradientu mrazenia pomocou chladiacej dosky

3.5. Metoda freeze-casting pomocou tekutého dusiku

Odvzdusnenie suspenzie anachladenie foriem prebiechalo rovnako ako pri chladeni
pomocou chladiacej dosky. Suspenzia bola vliata do nachladenej formy a forma bola vlozené
do plastovej misky stekutym dusikom. Plastova miska bola umiestnena na velka
polystyrénovt podlozku, aby sa ¢o najviac zabranilo prestupu tepla do okolia. Zaznamenavala
sa teplota hladiny suspenzie v rovnakych ¢asovych intervaloch az do uplného zmrznutia.
Tekuty dusik bol prilievany pocas celého merania.

Obrazok 12: Model sustavy pri metdde freeze-castingu s tekutym dusikom
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3.6. Lyofilizacia

Po zmrazeni suspenzie boli formy rozobrat¢ azmrazené vzorky boli umiestnené na
nachladentl kovova podlozku v mraznicke, kvoli dokonalejSiemu celkovému premrznutiu. Po
premrznuti boli vzorky vlozené do lyofilizatoru. Lyofilizacia prebiehala pri tlaku 10 Pa po
dobu 24 hodin. Teplota pocas procesu bola postupne zvySovand na 30 °C, aby sa zabranilo
poskodeniu lamelarnej Struktiry keramického vzorku a dosiahnutiu teploty skleného prechodu
sachardzy. Lyofilizacia musela byt vykonavana pod teplotou sklené¢ho prechodu, kvoli
pridavku sachar6zy do suspenzie. Ak by teplota prekrocila tito hranicu, doSlo by
k poskodeniu poréznej Struktary. Pocas lyofilizacie boli odstranené ladové krystaliky
sublimaciou a desorpciou zvy$né molekuly vody prilnuté k stenam, ¢oho vysledkom bolo
vytvorenie vertikalnej lamelarnej Struktary vzorku.

3.7. Spekanie

Po lyofiliz4cii boli vzorky umiestnené na misku Zzoxidu hlinit¢ého avlozené do
vysokoteplotnej pece. Na peci bol nastaveny program, pri¢om spekanie bolo uskuto¢nené pri
1200 °C s vydrzou 2 hodiny. Rychlost’ zahrievana bola nastavena na 5 °C/min az do 600 °C,
kvoli vypaleniu vsetkych aditiv a 10 °C/min az do teploty spekania. Rychlost’ ochladzovania
z teploty spekania bola nastavena na 10 °C/min, aby sa zabranilo teplotnému Soku, ktory by
spdsobil prasknutie vzorky.

3.8. Meranie hustoty a porozity

Vzorky boli po spekani zvadzené pomocou presnych vah. Digitdlnym posuvnym meradlom
bola zmerana vyska a Sirka vzoriek. Vzorky mali tvar valcov, preto bol ich objem vypocitany
zo vzt'ahu pre objem valca. Na zaklade ich hodnot vysky (h), polomeru (r) a hmotnosti (m)
bola spocitana teoreticka hustota p zo vzt'ahu (2):

m
- )
P=r 72 n

Celkova porozita IT pripravenych vzoriek bola stanovend pomocou gravimetrickej metddy

s pouzitim hustoty vzoriek (p) a hustoty hydroxyapatitu (pya), podla vzt'ahu (3):

n=(1—p’j>-1oo 3)

Vypocitana celkova porozita je hruby odhad skuto¢nej porozity.

3.9. Pozorovanie pomocou stereolupy a SEM

Spekané vzorky boli pred pozorovanim stereolupou, vliozené do silikonovej formy a zaliate
epoxidom. Forma bola vlozena do exsikatoru a vakuovana 15 minut, aby epoxid vnikol do
vsetkych volnych priestorov vzorky. Po vakuovani bola forma so zaliatymi vzorkami
ponechana pri laboratornej teplote 24 hodin, aby epoxid stvrdol. Po stvrdnuti epoxidu boli
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vzorky vybraté z formy a narezané diamantovou pilou v smere kolmom na smer tuhnutia
v dvoch miestach o vel’kosti 15 a 30 mm od spodnej ¢asti vzorku.

Mikrostruktura bola pozorovand pomocou skenovacieho elektronového mikroskopu
FIB/SEM Tescan Lyra3. Vzorky boli odobraté zo strednej a vrchnej cCasti spekanych
valéekov, aby mohla byt porovnana zmena medzilamelarnych vzdialenosti a medzizrnovej
porozity.

3.10. Rontgenova praskova difrak¢éna analyza

Féazové zlozenie bolo merané pomocou rontgenového difraktometra Rigaku. Analyza bola
vyhotovena pri napédti 40 kV a prade 30 mA. Zdrojom rontgenovych lucov bola Cu andda.
Vzorky pre analyzu boli odobrané z prasku, ktory bol ziskany z drvenia spekanych vzoriek.
Pouzité spekané vzorky boli z freeze-castingu pomocou tekutého dusika a chladiacej platne
s intervalom zniZovania teploty 50 minut, aby bolo porovnané fazové zlozenie.

3.11. Mechanické vlastnosti

Pevnost’ v tlaku je dolezitou mechanickou vlastnostou keramickej kostnej ndhrady, aby
mohla odolavat’ zataZzovaniu. Z mechanickych vlastnosti pripravenych vzoriek bola zmerana
pevnost’ v tlaku, pomocou kompresnych testov. Kompresné testy boli vykonané Ing. Jakubom
Role¢kom v Spanielsku pomocou AG Shimadzu (Japonsko).

Pre kompresné testy boli vybraté vzorky freeze-castingu pomocou chladiacej dosky
s Casovymi intervalmi zmeny teplotného gradientu 20 a 50 minut a freeze-castingu pomocou
tekutého dusiku. Vzorky boli pri kompresnych testoch vlozené do lisu, kde pdsobilo
jednoosové napétie az do poruSenia vzorku. Pre vybrané typy programov bolo testovanych
najmenej 10 spekanych vzoriek, aby sa ziskali Statisticky relevantné vysledky. Pre Statisticky
relevantné vysledky bolo potrebné upravit’ vzorky na rovnaku vysku, ktora ¢inila 20,68 + 0,08
mm, z pévodnych 34,3 + 1,2 mm. Vysledné hodnoty kompresnych testov boli vyjadrené ako
sila (C) v N, ktora bola prepocitana na tlakovu jednotku Pa, podla vzt'ahu (4).

¢ (4)
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4. Vysledky
4.1. Hustota a porozita

Hustota a porozita st dblezitym aspektom pre zistenie kvality kostnej nahrady. Hustota
zohrava hlavnu ulohu pre zistenie celkovej porozity. Pouzitelna kostnd nahrada musi mat
vysokil porozitu, aby bola zvySena pravdepodobnost’ prerastania kostnych buniek,
vaskularizacii a v neposlednom rade K transportu zivin kostnym tkanivom.

Z vypocitanych hodnoét teoretickej hustoty bola stanovena celkova porozita. Priemerné
hodnoty teoretickej hustoty a celkovej porozity pre jednotlivé programy mrazenia si uvedené
Vv Tabulke 3. Pre vypocet porozit bola pouzita teoretickd hodnota hustoty HA pri laboratornych
podmienkach, ktord je p=3,08 gem®. Priemerné hodnoty pre vietky merania boli
stanovované z 23 vzoriek pre mrazenie dusikom, 6 vzoriek pre interval —5 °C/10 min,
18 vzoriek pre interval —5 °C/20 min, 3 vzorky pre interval —5 °C/30 min, 3 vzorky pre
interval =5 °C/40 min a 22 vzoriek pre interval =5 °C/50 min.

Tabul’ka 3: Vypocitané hodnoty husto6t a porozit

Typ mrazenia | p [g-em™] 11 [%]
dusik 1,06 +0,08 | 65,8+2,7
10 minat 1,05+0,12 | 65,8+3,9
20 minut 1,13+0,04 | 63,3+1,4
30 minat 0,90+0,02 | 70,7+0,5
40 minut 0,97+0,01 | 68,7+0,3
50 minut 1,07+0,12 | 654+3,8

4.2. Rychlost’ mrazenia

Zmena rychlosti mrazenia je jednou z technik na upravu velkosti pérov. Teplota hladiny
suspenzie bola zaznamendvana pri kazdom znizeni teploty mrazenia. Pri mrazeni dusikom bol
zvoleny Casovy interval zaznamendvania 5 minut. Cas zmrznutia vzorku je zavisly na
zvolenej teplote mrazenia, ¢im je zniZovanie teploty rychlejSie dojde aj k rychlejSiemu
zmrazeniu vzorku. Teplota chladiacej dosky neudéava teplotu suspenzie, preto teplotny
gradient nie je totoZzny s nameranymi hodnotami. Rychlost mrazenia bola spocitana
z priemernych teplot suspenzie. Priemerné hodnoty pre teplotu suspenzie a Cas, za ktory bola
vzorka zmrznutd, boli stanovované z 23 vzoriek pre mrazenie dusikom, 10 vzoriek pre
interval —5 °C/10 min, 14 vzoriek pre interval —5°C/20 min, 3 vzorky pre interval
—5°C/30 min, 3 vzorky pre interval —5 °C/40 min a 22 vzoriek pre interval —5 °C/50 min.
Vysledné priemerné hodnoty pre vSetky ¢asové intervaly merania si uvedené v Tabulke 4.
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Tabul’ka 4: Priemerné hodnoty ¢asu a teploty pri mrazeni

Typ mrazenia

Cas [min]

Teplotny rezim

Teplota suspenzie

Priemerna rychlost’

[°C] [°C] mrazenia [pm-s™]
dusik 0 16,8 +3,7
5 13,9+1,0
10 12,7+1,2
15 - 9119 26.1+34
20 3,9+28
zmrznutie 29,0+ 3,8 -96+29
10 minut 0 0 19,1+0,5
10 -5 144+1,6
20 -10 11,2+0,6
30 -15 6,5+0,7
40 -20 3,8+0,3
50 -25 15+04
60 30 01405 6,903
70 -35 -1,3+1,4
80 -35 -2,3+1,2
90 -35 -3,6+0,8
100 -35 52+25
zmrznutie 108,8+4,7 -35 -55+1,6
20 minut 0 0 16,3+4,5
20 -5 105+1,4
40 -10 43+0,8
60 -15 1,3+0,6
80 20 10408 55+02
100 -25 -2,6 +0,6
120 -30 -414+0,2
zmrznutie 137,0+ 4,2 -35 -76+2,6
30 minat 0 0 175+0,2
30 -5 8,8+0,3
60 -10 6,9+0,3
90 -15 04+02 4,7+0,1
120 -20 -29+0,1
150 -25 -41+0,1
zmrznutie 161,7+4,7 -30 -63+1,1
40 minut 0 0 17,0+0,1
40 -5 8,1+0,2
80 -10 0,1+0,2
120 15 25102 40£02
160 -20 -25+0,5
zmrznutie 189,7+75 -25 -7,0+0,6
50 minuat 0 0 174+4,6
50 -5 6,7+29
100 -10 23+23
150 15 01+28 3403
200 -20 -38+1,7
zmrznutie 221,3+214 -25 -5,6+0,7
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4.3. Struktira
4.3.1. Medzilamelarne vzdialenosti

Lamelarna Struktira vznikd po odstraneni ladovych krystalov lyofilizaciou, ktoré boli
vytvorené pri mrazeni keramickej suspenzie. Medzilamelarny priestor je dolezity pre
proliferaciu buniek, pricom je dolezité aby medzilamelarny priestor mal va¢sie rozmery ako je
kostna bunka, kvoli spravnemu rastu.

Zmeny medzilamelarnych vzdialenosti boli pozorované pomocou skenovacej elektronove;j
mikroskopie a stereolupy. Na Obrazku 13 moézeme vidiet porovnanie medzilamelarnych
vzdialenosti a hrubky lamiel, pri ktorom mrazenie pomocou tekutého dusika vykazuje
najmensie rozmery a naopak 50 minatovy interval najvacsie.

Obrazok 13: Porovnanie medzilamelarnych vzdialenosti a hribky lamiel pomocou stereolupy
vSetkymi typmi mrazenia: (a) dusik, (b) 10 minut, (¢) 20 minut, (d) 30 mint, (e) 40 minut, (f) 50
minut

Pri pouZiti stereolupy boli zmerané medzilameldrne vzdialenosti a hribky lamiel
pocitatovym softvérom AxioVision. Meranie bolo vykonané v 15 a 30 mm mieste od spodnej
Casti vzorku, pri troch zvdcSeniach. Pri kazdom zvécSenim bolo vykonanych 10 merani pre
medzilameldrne vzdialenosti a 5 pre hribku lamiel. Vysledné priemerné hodnoty pre
medzilamelarne vzdialenosti a hrabky lamiel v oboch €astiach st uvedené v Tabulke 5.

Tabul’ka 5:Priemerné hodnoty medzilamelarnych vzdialenosti a hriibky lamiel vsetkych typov mrazeni

medzilamelarne vzdialenosti hrabka lamiel
spodna ¢ast’ [um] | vrchna ¢ast’ [um] | spodna ¢ast’ [um] | vrchna ¢ast’ [um]
dusik 143+25 220+ 3,4 13,0+2,2 20,5+4,0
10 minut 46,2+ 7,0 64,8 +10,9 71,5+ 20,9 94,2 + 34,6
20 minut 73,5+12,7 109,0 + 18,7 60,2+ 12,7 91,4+13,6
30 minut 60,7 + 11,3 119,7 + 21,6 91,9+ 29,7 83,2+ 14,1
40 minut 112,9+ 19,0 145,1 + 21,8 79,4+ 18,6 90,1+16,8
50 mintt 120,9 + 20,2 145,8 + 20,1 71,9+15,8 76,7 +17,2
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Porovnanie rozdielov medzilamelarnych vzdialenosti v spodnej a vrchnej Casti vzorku je
graficky znazornené na Obrazku 14.

180
160
140
120
100
80
60
40
20
0

Obrazok 14: Grafické znazornenie priemernych medzilamelarnych vzdialenosti pre vSetky typy

spodna cast’ [pm]

vrchna Cast’ [pum]

dusik
B 10 minat
B 20 minat
=30 mintt
B 40 min0t

50 minut

Hribka lamiel ma vplyv na celkovu stabilitu pripravenej kostnej ndhrady. Mensie hribky
lamiel umoznuji vacsi rast medzilamelarnych mostikov. Medzilamelarne mostiky vznikaja
v dosledku odtlacania ale zhlukovania Castic pri mraziacom procese a zvySuju mechanické
vlastnosti. Mostiky moézu byt modifikované aditivami (sachar6za), ktoré ovplyviiujua
interakcie medzi casticami. Medzilamelarne mostiky boli pozorované pomocou SEM, vid’

Obrézku 15.

Obrazok 15: Porovnanie medzilamelarnych mostikov pomocou SEM vsetkymi typmi mrazenia: (a)
dusik, (b) 10 minat, (c) 20 minut, (d) 30 minat, (e) 40 minut, (f) 50 minat
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4.3.2. Medzizrnova porozita

Pri pozorovani medzizrnovej porozity pomocou SEM sa vo vzorke mrazenej tekutym
dusikom vyskytovali aj mensie zrna ako v ostatnych vzorkach, vid’ Obrazok 16. Pozorované
mensie zrna na Obrazku 16a patrili pravdepodobne o-fosfore¢nanu vapenatému, ktory bol
potvrdeny analyzou fazového zlozenia.

Obrazok 16: Porovnanie medzizrnovej porozity pomocou SEM vsetkymi typmi mrazenia: (a) dusik,
(b) 10 minut, (c) 20 minut, (d) 30 minut, (e) 40 minat, (f) 50 minut

4.4. Fazové zloZenie

Pomocou rontgenového difraktomeru sme ziskali difrakéné spektra pre mrazenie dusikom
a chladiacou platiou s intervalom 50 minuat. Difrakéné spektra boli porovnavané s a- a -
fosfore¢nanom véapenatym. Jednotlivé peaky fosfore¢nanov boli zaznamenané do difrakénych
spektier analyzovanych vzorkou, ktoré st zobrazené na Obrazku 17.

— dusik

~— 50 minut
a-Cas(POs):

e p-Cas(POs)

_ Intenzita [-]

2 Theta [Cu]

Obrazok 17: Difrakéné spektrum pripravenych vzoriek
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4.5. Mechanické vlastnosti

Vzorky boli pred kompresnymi testami zmerané a zvazené, aby mohla byt stanovena
porozita. Pre vypocet priemernych hodnét pevnosti v tlaku a porozity bolo pouzitych 10
ekvivalentnych hodnét z merania pre kazdy vybraty typ mrazenia.

Pevnost’ v tlaku kazdej vzorky bola hodnotenda ako maximalne napitie aplikované
v priebehu testu. Vysledky ziskané z merani pevnosti v tlaku spolu s vysledkami priemerne;j
poréznosti pouzitych vzoriek st zhrnuté na Obrazku 18.

18 -
16 -
14 -
12 -

10 A

Pevnost’ v tlaku [MPa]

dusik 20 minut 50 minut

dusik 20 minut 50 minuat

Pevnost’ v
tlaku [MPa]
Porozita [%] 65,7+1,9 63,3+1,3 65,5+3.,3

152+1,9 44+1,6 24+1,7

Obrazok 18: Porovnanie mechanickych vlastnosti a porozity pripravenych vzorkou
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5. DISKUSIA

Najvyssiu priemernu celkova porozitu vykazoval freeze-casting pomocou chladiacej platne
so znizovanim teploty po 30 minatach (70,7 + 0,5 %), naopak najnizSia bola zistené pri
znizovani teploty po 20 minttach (63,3 +£1,4 %). Rozdiel medzi najvy$Sou a najnizSou
priemernou celkovou porozitou ¢inil 7,4 %. Celkova porozita vyssia ako 60 % umoziuje
rychlejSie vrastanie kostnych buniek [44]. Pocas lyofilizacie biologickych vzoriek moze dojst’
k vytvoreniu bubliny vo vzorke, ktora pri spekani narusi S$truktaru vzorky alebo ovplyvni
vyslednt porozitu a hustotu. To vysvetl'uje rozdiely v porozite.

Pory v kostnych nahradach su potrebné na tvorbu kostného tkaniva, pretoze umoziuji
proliferaciu kostnych buniek a vaskularizaciu. Minimdlna odporucand velkost’ poérov pre
kostnt nahradu je 100 um. Podrla s$tadie Karageorgiou a spol. bolo zistené, Ze najidealnejSie
podmienky pre tvorbu kosti poskytuju pory vicsie ako 300 um [45]. Velkost porov bola
stanovovand ako velkost medzilamelarnych vzdialenosti. NajvacSie priemerné
medzilamelarne vzdialenosti boli vytvorené pomocou freeze-castingu s 50 minatovymi
intervalmi, ktoré dosahovali vo vrchnej Casti velkost’ 145,8 20,1 um. Spodna ¢ast’ mala pri
vsetkych typoch mrazenia menSie medzilamelarne vzdialenosti, kvoli rychlej tvorbe I'adovych
krystalov, ako je to aj pozorovatené na Obrazku 7. K rychlej tvorbe Tadovych krystalov
dochiddza hlavne pri mrazeni tekutym dusikom, ztoho ddvodu vykazoval najmenSie
medzilamelarne vzdialenosti aj vo vrchnej Casti S velkostou 22,0 + 3,4 um. Rozdiely medzi
spodnou a vrchnou ¢ast'ou sa pohybovali v rozmedzi 7,7-59,0 um.

Na charakterizaciu mechanickych vlastnosti kostnych nahrad sa vyuziva ich pevnost
Vv tlaku. Pevnost’ v tlaku lI'udskej kortikalnej kosti sa pohybuje od 90 do 230 MPa, zatial’ ¢o
pevnost’ v tlaku Spongidznej kosti je 2 az 45 MPa [46]. V naSom pripade rychlost’ mrazenia
ovplyvnila vyznamne aj pevnost’ v tlaku. Proces mrazenia pomocou tekutého dusiku
vtlaku v priemere 2,44+ 1,7 MPa vykazovalo mrazenie pomocou chladiacej dosky so
znizovanim teploty po 50 minttach. Takmer rovnaké, nizke rozmery medzilamelarnych
vzdialenosti a hrubky lamiel mrazenim tekutym dusikom viedli k mechanickej stabilite
vzorky, ¢o zapri¢inilo vysoku pevnost’ v tlaku.

Pri rontgenovej difrakénej analyze bola zistena fazova premena hydroxyapatitu na a- a p-
fosfore¢nan vapenaty U vzorky mrazenej tekutym dusikom. Pri mrazenim s intervalom
zniZzovania teploty kazdych 50 minut vzorka nevykazovala pritomnost a-fosforecnanu
vapenatého. Nevyhodou a-fosfore¢nanu vapenatého je jeho rychlejSia resorpcia ako tvorba
novej kosti, preto jeho pritomnost’ moéze obmedzit’ pouzitie v medicinskych aplikaciach [16].

Novym poznatkom je rozdielnost’ fadzového zloZenia v zavislosti na rychlosti mraziaceho
procesu pri metode freeze-casting. Pritomnost’ a-fosforecnanu vapenatého bola pozorovana aj
pomocou SEM, kedy vzorky mrazené dusikom obsahovali mensie zrna. Na Obrazku 16 a st
vidiet’ U dusiku mensSie zrn4 v porovnani s ostatnymi typmi mrazenia, ktoré tieto mensie zrna
neobsahovali. Vyskyt o-fosforecnanu vapenatého avplyv fazového zlozenia na vysledné
mechanické vlastnosti nie je celkom jasny, preto st potrebné d’alSie vyskumy Vv tejto oblasti.
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Rychlost’ mrazenia vyrazne ovplyviovala mikrosStrukturu, mechanické vlastnosti aj fazové
zlozenie, ¢o je v zhode s literatarou [39, 40]. Mrazenie pomocou chladiacej platne malo
najnizsi ¢asovy interval zniZovania teploty 5 °C/10 min. Pri nizSom ¢asovom intervale by sa
chladiaca platna nestihla dostatocne nachladit. Nizsie intervaly by mohli ovplyvnit
mechanické vlastnosti, mozno aj fazové zlozenie. Ak by bola ststava dostato¢ne izolovana,
bolo by mozné znizovat’ teplotu po 1-2 °C, ¢o by ovplyviiovalo vysledni mikrostruktiru.

35



6. ZAVER

Experimentalne bol overeny vplyv mraziaceho procesu na vzniknuti porozitu behom
aplikacie metody freeze-casting pre pripravu kostnych nahrad. Po aplikacii r6znych rychlosti
mrazenia v rozsahu od 3 do 26 um-s™ sme dosiahli teoreticku porozitu od 63 % do 71 %.

Mikrostrukturna analyza pomocou stereolupy ukézala velkost medzilamelarnych
vzdialenosti v rozmedzi 22-150 um, pricom spodna ¢ast’” vzorku bola mensia o 8-60 um.
Rozdiely medzi spodnou a vrchnou ¢astou vzorky boli spdsobené rastom 'adovych krystalov,
ktory bol zavisly na pouzitom type rychlosti mrazenia.

Fazova analyza ukazala prekvapivy rozdiel pri mrazeni pomocou dusika a chladiacej
platne s rychlostou mrazenia 3 pm- s?, kedy sa pri dusiku vyskytoval a-fosforecnan vapenaty.

Rychlost’ mrazenia a jej vplyv na mikroStrukturu mala dramaticky dopad na mechanické
vlastnosti. Pri rychlosti mrazenia dusikom boli dosiahnuté vynimoc¢né hodnoty pevnosti v
tlaku 15 MPa pri vysokej porozite 66 %.
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8. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

HAP
IR

IUPAC

PLA
PVA
SEM

TBA

hydroxyapatit (hydroxyapatite)
infracerveny (infrared)

Medzinarodna unia pre Cista a aplikovani chémiu (International Union of Pure
and Applied Chemistry)

kyselina polymlie¢na (polylactic acid)
polyvinylalkohol (polyvinyl alcohol)
skenovacia elektronova mikroskopia (scanning electron microscope)

terc-butylalkohol (tert-butyl alcohol)
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