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ABSTRAKT

Implanta¢né zakroky su spojené s rizikom infekcie spdsobenej napadnutim povrchu implantatu
baktériami. Proliferacii baktérii efektivne brania antibakterialne povrchy, ich zavedenie je vSak
zdravotne a technologicky naroc¢né. Z literatury vieme, ze jedine¢né baktericidne schopnosti
vykazuje ihlicovita topografia kridiel cikad. V tejto praci boli pomocou tepelného spracovania
v hydrotermalnych podmienkach pripravené povrchy s roznymi topografiami. Cielova
topografia zistena z literatry bola tvorena ihlicami s priemerom 60-215 nm a dizkou 200-300
nm. Pozitivny vplyv na tvorbu tenkych ihlic mala relativna hustota vzoriek 85%, dizka
tepelného spracovania 12 hod a pH prostredia 4 a 5,6. Kvantita zmeny topografie bola imerna
obsahu B-trikalciumfosfatu.

KLUCOVE SLOVA

biokeramika, baktericidny povrch, hydrotermalna syntéza, hydroxyapatit, vapenaty fosfore¢nan

ABSTRACT

Implant surgery carries a risk of infection caused by bacterial contamination of the implant
surface. An effective way to inhibit proliferation of bacteria is via antibacterial surfaces,
however, their usage is medically and technologically difficult. Previous research shows that
cicada wing topography exhibits unique bactericidal properties. In this thesis, various
topographies were fabricated using heat treatment under hydrothermal conditions. The goal was
to produce a surface covered by high aspect ratio structures with 60-215 nm width and
200-300 nm length. A relative density of 85%, 12 hrs long heat treatment and solution pH 4
and 5,6 had a positive effect on formation of thin surface structures. Quantity of morphological
changes was proportional to B-tricalcium phosphate content.
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1 UVOD

Napriek technologickej, zdravotnej a financnej naroCnosti implantaCnych operacii nie je
infekcia spojena s implantaciou ojedineld a postihuje priblizne 1-10% pacientov podla typu
implantatu. Tento typ infekcie je tazko lieCitelny a zvyCajne konci narocnymi reoperaciami.
Velké mnozstvo vyskumov sa venuje moznostiam, ako predist infekcii spojenej
s implantaciou. Tato snaha je dodato¢ne komplikovana faktom, ze antibiotikd, dodnes
najbeznej§i spdsob antibakterialnej ochrany, prestavaju byt uc¢inné kvoli stale beznejSim
vysoko odolnym baktériam.

Vznika preto potreba vyvinut povrchy, ktoré budu branit’ infekcii inymi spdsobmi. /vanova et.
al. [1] objavili jedine¢né baktericidne uéinky u topografie kridiel cikad. Uginnost tejto
topografie nie je zavisla na chemickom zlozeni anepoSkodzuje ludské bunky. Je preto
teoreticky mozné vytvorit povrch, ktory bude vdaka vhodnému chemickému zlozeniu
zvySovat bioaktivitu implantatu a sic¢asne branit’ infekeii.

Najvacsou problematikou vytvorenia takéhoto povrchu je ndjdenie metddy, ktora spolahlivo
a za prijatel'nu cenu pokryje cely povrch implantatu baktericidnou vrstvou.

Na upravu povrchu implantatov sa scielom zvysit ich bioaktivitu dnes casto pouziva
hydroxyapatitovy povlak. Jednou z metodd syntézy hydroxyapatitu je hydrotermalna syntéza,
ktorou sa daju ziskat' hydroxyapatitové krystaly roznych tvarov a rozmerov.

Hydrotermalna metoda uz bola vo vyskume uspesne pouzita na upravu povrchu biomaterialov
[2; 3], ¢lankov o hydroterméalnom spracovani povrchov obsahujucich hydroxyapatit je vSak
nedostatok. V tejto praci bolo hydrotermalne tepelné spracovanie vzoriek vapenatych
fosforeCnanov nastavované tak, aby vzniknutd rekrystalizovana topografia ¢o najviac
napodobovala baktericidnu topografiu kridiel cikad.

Hydroxyapatitovy povrch imitujuci topografiu kridiel cikad by za nizke vyrobné naklady branil
infekcii, podporoval ujatie implantatu a bol od vyroby sterilny. NaSiel by vyuzitie
u ortopedickych implantatov, dentalnych implantatov a potencialne ivinych oblastiach
vyzadujucich antibakterialne povrchy.



2 CIELE PRACE

Cielom teoretickej Casti prace bolo spracovat aktualnu literarnu reSer§ zhrnujucu moznosti
antibakterialnej povrchovej upravy implantatov s keramickym povrchom.

Cielom experimentalnej Casti prace bolo otestovat pripravu antibakterialnych povrchov
a charakterizovat ich.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Biokeramika z hl’adiska interakcie s organizmom

Biomaterial je v periodiku Biomaterials definovany ako material vytvoreny na usmernenie
terapeutickej alebo diagnostickej procedury pomocou interakcie s zivym organizmom. Moze
tak robit’ sam o sebe alebo ako sucast komplexného systému. [4]

Sucast'ou biomaterialov je aj biokeramika. Biokeramika je ndzov pre keramiku urenti mimo
iného na opravu alebo obnovenie chorych alebo poskodenych cCasti I'udského tela, hlavne
v ortopedickych a dentalnych aplikaciach. VSeobecne sa dnes vo vel'kej Casti vyuzivaja mimo
keramickych implantatov aj implantaty na baze kovovych, hlavne titdnovych zliatin a
polymerov. Biokeramika ma vSak aj u nich velky vyznam ako material povrchovej upravy. [5]

Pre naplnenie funkcie implantatu s nim telo musi byt schopné vytvorit’ pevnu vizbu. Kazdy
material v tele vyvold nejaku reakciu, ztoho nie vSetky su vSak ziadané a niektoré nevedu
k vytvoreniu pevnej vézby. Tvorba vidzby stelom je ovplyvnend chemickym zlozenim
a Struktarou keramiky. [5]

Ked je do tela vsadené cudzie tuhé teleso, moze vyvolat imunitnu reakciu, ktorou sa telo snazi
toto teleso vylucit. Pocas tohto procesu je cudzie teleso obalené vrstvou bunec¢ného tkaniva.
Priznakom tejto reakcie je tvorba tzv. obrich buniek. Potlacenie imunitnej reakcie liekmi je
problematické, pretoze je nimi pacient vystaveny zvySenému riziku iného ochorenia. [6]

Tato reakcia je dovodom delenia biokeramiky podla interakcie s organizmom. Ak je keramika
prili§ inertnd, vytvori sa okolo nej spominany tkanivovy obal, ktory sa pri zatazeni moze
oddelit’ od implantatu a zacat’ triet, Co je neziadany dej, ktory vedie k strate funkcie implantatu
aj okolitého tkaniva. Hladky povrch implantatu taktiez stazuje jeho uchytenie. V oboch
pripadoch je mozné implantat povrchovo upravit, aby sa zvysila jeho bioaktivita — biologicka
aktivita veduca k vytvoreniu vézby s telom. Alternativou je osadit’ implantat v tele tak pevne,
ze nebude nestavat’ relativny pohyb medzi implantatom a okolitym tkanivom. [5]

Iné typy biokeramiky pre uchytenie vyuzivaji svoju prirodzent bioaktivitu, vhodnu Struktaru
¢i rozpustnost’. [5]

Biokeramika sa teda deli podla sposobu interakcie stelom na bioinertnt, vstrebatelnu,
bioaktivnu a poréznu. [5]

3.1.1 Bioinertna biokeramika

Bioinertnad biokeramika je charakteristickd nizkou chemickou aj biologickou interakciou
s organizmom. Dosiahnut’ nulovu reakciu tela na implantat je nemozné, u bioinertnej keramiky
sa vSak z chemického hladiska jedna o zanedbatel'nu Ciastku. V tele sa prakticky nerozpusta,
jej vlastnosti st teda relativne stale. Aj vd’aka tomu sa d4 z inavového hladiska tato keramika
povazovat za spol'ahlivu v radoch desiatok rokov — €o je vo vacsine pripadov dostatocna doba.
Hlavnym zastupitelom takejto keramiky je keramika na béaze oxidu hlinitého a oxidu
zirkoni¢itého. Takato keramika ma v porovnani s kostou skvelé mechanické vlastnosti, ¢im sa
kompenzuje fakt, ze keramika na rozdiel od kosti nema schopnost’ regeneracie. [5]
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Casty problém u bioinertnej keramiky nastava prave kvoli jej dobrym mechanickym
vlastnostiam. Bioinertna keramika ma vyrazne vyssi modul pruznosti ako kompaktna kost’.
Kvoli tomu je po implantacii zataz odvadzana z kosti na implantat. Na to kost reaguje
postupnym znizovanim hustoty (osteopéniou). Tento proces sa nazyva zat'azové krytie (stress
shielding). [7]

Bioinertna keramika sa vo vel'kej miere pouZiva na vyrobu nahrad kibov, kde je hladky povrch
ziadany [5]. U nahrad klbov vyuzivajucich polyméry moze dochadzat’ vplyvom odierania
k uvol'iovaniu materialu, ¢o vedie k infekcii a nutnosti nakladnej reoperacie.

Ako uz bolo spomenuté, u inertnej keramiky je problematické uchytenie s telom prave kvoli
absencii chemickych a biologickych viazieb. Preto je jej pouzitie podmienené pevnym
mechanickym prepojenim alebo povrchovou tpravou, pripadne zmenou chemického zlozenia.

Celkovo sa bioinertna keramika vyuziva tam, kde su prioritné mechanické vlastnosti, a to
hlavne také, ktoré by nedosiahla keramika na baze kovovych zliatin.

3.1.2 Vstrebatel’'na biokeramika

Z hladiska rozpustnosti je vstrebatelna alebo rozpustna biokeramika opakom bioinertnej.
V organizme sa 'ahko rozpusta a jej rozpustenie nespdsobuje zdravotné komplikacie.

VstrebateIna biokeramika mé& obmedzené, ale dolezité vyuzitia. Po odstrdneni nadorov
kostného tkaniva byva vyuzivana ako nahrada predoslej kosti — nova kost postupne nahradza
implantat pocas toho, ako sa rozpusta. [5]

Pri pouzivani vstrebatel'nej biokeramiky je klI'iCovou vlastnostou rychlost’ rozpustania. Prili§
rychle rozpustenie keramiky by viedlo k strate funk¢nosti implantatu.

NajcastejSie pouzivané materidly pre vyrobu vstrebatelnej biokeramiky su vapenaté
fosfore¢nany. Kedze su jednou zo stavebnych latok kosti a zubov, nie st po rozpusteni v tele
nebezpecné.

3.1.3 Bioaktivna biokeramika

Zjednodusene bioaktivna keramika, nie je tak rozpustna ako vstrebate'na biokeramika, ale ani
inertna ako bioinertna keramika. Rozpusta sa Ciasto¢ne a chemicky reaguje s telom, vd’aka
c¢omu je umoznena tvorba stabilnych vizieb medzi telom a implantatom. [5]

Bioaktivna keramika vSeobecne nema tak dobré mechanické vlastnosti ako bioinertna, Co
znemoziuje jej pouzitie na konstrukciu zatazovanych Casti implantatov. Napriek tomu je vSak
kIaiCovou sucastou biokeramiky. Bioaktivna keramika sa rozsiahlo vyuziva pre povrchovu
upravu implantatov, ul'ahcujuc tak ich uchytenie v tele.

Prikladom bioaktivnej keramiky je keramika na baze hutného hydroxyapatitu (d’alej skratene
HAP) a inych véapenatych fosfore¢nanov.

V literature je Casto bioaktivna keramika oznaovana ako vstrebatel'na a naopak. Rozdiel medzi
tymito dvoma typmi biokeramiky nie je jasne definovany a rozlisuju sa hlavne podla ucelu
pouzitia.
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3.1.4 Porézna biokeramika

Porézna biokeramika na rozdiel od predoslych typov nie je charakteristicka svojim chemickym
zlozenim, ale svojou Strukturou. Pory v biomateridloch umoziiuju prerastenie zivym tkanivom,
umoziujuc tak pevné prepojenie medzi implantatom a telom. Je pri tom ddlezité zachovat
optimalne rozmery poérov. Idealna vel'kost' porov pre spojenie implantatu s 'udskou kost'ou je
300-600 um, Co suvisi s priemernou vel'kostou zékladnej jednotky kompaktnej kosti, tzv.
osteonu, ktory ma velkost’ priblizne 223 pm. Tvorba prili§ velkych pérov vSak nie je tak
dolezita ako wvytvorenie prepojenej porozity, ktora umozni hlboki penetraciu T'udskymi
bunkami a vytvorenie krvného obehu. Za zmienku stoji, ze suCasna komercne dostupna porézna
biokeramika ma porozitu priblizne 70 obj.%. [8]

Zakladnymi poziadavkami pre poréznu biokeramiku st teda otvorena a prepojena
makroporozita.

Spojenie poréznej biokeramiky s telom je sice vyhodné, ale nesie so sebou viacero komplikéacii.
Ak nastane relativny pohyb medzi implantdtom a telom, vytvoreny krvny obeh moéze byt
poskodeny, ¢o vedie k zdravotnym komplikaciam. Vyrazne vacsi merny povrch poréznej
biokeramiky navySe urychluje jej pripadnu koroziu — toto je vSak problematickejSie
u kovovych implantatov nez u keramickych. [5]

Prikladom poréznej biokeramiky je porézny HAP. Porézne kovové implantaty mozu byt tiez
pokryté vrstvou HAP pre zvySenie bioaktivity. [5]

Podla Doremus et al. [6] nachadza porozita u biokeramiky vyuzitie len ak je bioinertna
a nedokaze vytvorit vizbu s telom inym sposobom; bioaktivna keramika vytvara dostatone
silna vazbu s telom, ktord nepotrebuje byt posilnena porozitou.

3.2 NajvyznamnejSie biokeramické materialy

3.2.1 Oxid hlinity

Prvym Siroko vyuzivanym biokeramickym materialom bol hutny oxid hlinity (Al203) s Cistotou
>99,5 hm.%. Vd'aka vysokej pevnosti, nizkemu koeficientu trenia, vysokej kor6znej odolnosti
a odolnosti voi unavovému a narazovému opotrebeniu mal vyuZitie nielen ako nahrada kibov,
ale aj ako dentalna nahrada. Ako primes sa v iom pouzival oxid hore¢naty (MgO), ktory brani
nadmernému rastu zrna pocas slinovania. Jemnejsie zrno zlepSuje vlastnosti polykrystalického
oxidu hlinitého. Idealna vel'kost zrna je <4 pum. Prili§ vysoka koncentracia slinovacich primesi
sposobuje oslabenie hranic zrna a znizenie odolnosti voci opotrebeniu. [5]

Najvyraznejsi rozdiel medzi keramikou z oxidu hlinitého a zivej kosti je v module pruznosti,
pozri tabulka 3.1, ¢o spOsobuje neziadané zatazové krytie, hlavne u starSich pacientov
s osteoporozou ¢i reumatoidnou artritidou. [5]

V dnesnej dobe sa uz oxid hlinity ako biomaterial nepouziva. Namiesto neho sa pouziva oxid
zirkonicity a kompozity tychto dvoch oxidov kvoli lepsim mechanickym vlastnostiam.
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3.2.2 Oxid zirkonicity

Oxid zirkonicity (ZrO) nasiel vyuzitie ako biomaterial nielen vd’aka svojej chemicke;j stabilite
a dobrym mechanickym vlastnostiam, ale aj vd’aka vyrazne niz§iemu modulu pruznosti ako
oxid hlinity. Je to polymorfny material krystalizujuci v troch kryStalickych mriezkach:
monoklinickej (<1170°C), tetragonalnej (1170-2370°C) a kubickej (>2370°C). Zmena
z kubickej a tetragonalnu mriezku je sprevadzana znacnou zmenou objemu, ¢o spdsobuje
popraskanie materialu. Preto sa vo vyrobe keramiky z oxidu zirkonicitého vyuzivaju primesi
Ciastocne stabilizujuce kubicka fazu. Z viacerych prisad (MgO, CaO) sa pre lekarske ucely
najviac osvedcilo ytrium, resp. roztok ZrO>-Y20s3, pretoze na rozdiel od MgO u Y203 nehrozi
vytvorenie inkluzii hor¢ikovych silikatov a slinovacia teplota je nizsia o niekolko stoviek °C.
V Ciastocne stabilizovanom oxide zirkoni¢itom sa okrem kubickej faze, ktora tvori vacsinu
objemu, nachadzaju aj precipitaty monoklinickej a tetragonalnej faze. [9]

V systéme Zr0;-Y>203 je mozné dosiahnut za pokojovej teploty Struktiru tvorent cisto
tetragonalnou metastabilnou fazou. V tomto pripade je obsah Y203 3 mol.%. Tato tetragonalna
faza sa pri starnuti rozpada na monoklinickd, ¢o vedie k zhorSeniu mechanickych vlastnosti.
Starnutie sa da spomalit’ zjemnenim zrna a zvySenim koncentracie stabilizacného oxidu. [9]

Keramika z oxidu zirkoniCitého obtierajuca sa o ini keramiku z oxidu zirkonicitého vykazuje
velmi zlu oteruvzdornost’, az 5000-krat horSiu ako keramické ¢lanky z oxidu hlinitého. To
znemoziiuje pouzitie oxidu zirkonigitého pre siasnu nahradu dvoch protichodnych ¢asti kibu.
Kombinacia oboch oxidov sa ukazala byt perspektivnou — vykazuje o rad niz§ie poSkodenie
obtieranim ako Cisty oxid hlinity [9]. Kombinacia oxidu zirkonic¢itého s inym materidlom
umoziuje jeho vyuzitie na vyrobu gulovych hlav nahrad kibov.

ALO3>99,8hm.%  Zr0O:+ 3 mol.% Y203 Kompaktna kost’
Hustota [g/cm®]  >3,93 >6 1,6-2,1
Tvrdost podla

Vickersa [HV] 2300 1200 -
545212 l[of/}';;]m 4500 2000 100-230
ygﬁflglfg}f:]“ 595 900-1200 50-150
1[\21}%(;1;1 pruznosti 400 210 230
Kic [MPa: m%] 5-6 7-10 2-12

Tabulka 3.1: Porovnanie viastnosti oxidu hlinitého, oxidu zirkonicitého a kompakinej kosti [9;

5/
3.2.3 Kompozity ZrO; a ALOs3

Metastabilita oxidu zirkonicitého je spojena s viacerymi pripadmi jeho zlyhania. Aj preto sa
zaCali v ortopédii pouzivat kompozity ZrO; a AlbOs, ktoré v mnohom vykazuju lepSie
mechanické vlastnosti. Tieto kompozity su zname ako ATZ (Alumina-1oughtened Zirconia),
v ktorom je dominantnou fazou oxid zirkoniCity, a ZTA (Zirconia-Toughened Alumina),
v ktorom je dominantnou fazou oxid hlinity. [8]
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ATZ aj ZTA vykazuju spomalenie kinetiky fazovej transformécie oxidu zirkonicitého. U ZTA
je vSak v pripade zlyhania oxidu zirkonicitého vd’aka vysokému obsahu stabilnej faze oxidu
hlinitého znemoznené §irenie degradacie materialu. [8]

Vseobecne sa ATZ vyznacuje svojou lomovou huzevnatostou, kym u ZTA je dominantnou
vlastnostou tvrdost’. V pripade ATZ zvykne byt faza oxidu zirkonic¢itého stabilizovana ytriom,
podobne ako u Cistého oxidu zirkonicitého. [8]

Najlepsi kompromis mechanickych vlastnosti je dosiahnuty pridanim priblizne 17 obj.% ZrO»
do Al>O3 matrice. [8]

3.2.4 Vapenaté fosforeCnany

Vapenaté fosforeCnany tvoria dolezitu podskupinu bioaktivnych a rozpustnych biomaterialov.
Chemickym zlozenim s vel'mi blizke az identické s kompaktnou kostou. V I'udskom tele su
Standardne stabilné dva vapenaté fosforeCnany: CaHPO42H>O (dihydrat dikalcium fosfatu,
skratene DCPD alebo DCP) pri pH <4,2; Ca10(PO4)s(OH)2 (hydroxyapatit, skratene HAP) pri
pH >4,2. Pri vySSich teplotach je stabilny aj Casz(PO4)2 (B-trikalciumfosfat, d’alej skratene -
TCP). [5; 10]

Vipenaty fosforecnan  Skratka Chemicky vzorec Krystilova mriezka
Hydroxyapatit HAP Cai0(PO4)s(OH)2 hexagonalna
a-trikalciumfosfat a-TCP Cas(POL) monoklinicka
B-trikalciumfosfat B-TCP TR romboédricka
Dihydrat
hydrogenfosforecnanu ~ DCPD/DCP Ce.lHPOf‘ 2H:0 monoklinicka

. . (dihydrat)
vapenatého

Tabulka 3.2: Doélezité vapenaté fosforecnany

Biokeramika na baze vapenatych fosforecnanov sa sklada z rozli¢nych pomerov HAP a 3-TCP,
pripadne a-TCP. Tento pomer je dany deficitom vapniku pred slinovanim (¢im menej vapniku,
tym menej HAP) a slinovacou teplotou. [10]

Dalezitou vlastnostou vapenatych fosforeCnanov je ich sklon k porozite, a to nielen preto, lebo
ovplyviiuje mechanické vlastnosti, ale aj preto, lebo sa z tychto materialov ¢asto vyraba porézna
keramika. Porozita je pri tom ovplyviiovana zvolenou vyrobnou metddou a slinovacou teplotou.
[10]

Kedze je B-TCP rozpustnejsi ako HAP, vSeobecne plati, Ze na vyrobu vstrebatel'nej keramiky
je vhodnejsi vyssi pomer B-TCP/HAP. Pri vyskume resorpcie vapenatych fosfore¢nanov vSak
bolo zistené, ze vyssiu resorpciu ako Cisty B-TCP ma kompozit s pomerom B-TCP/HAP 27/25.
[10]

Vapenaté fosforeCnany pre zlé mechanické vlastnosti nie s vhodné ako zatazovana Cast
implantatov. Nachadzaju vyuzitie ako kostna vypli, ako nosny material pre antibiotika a ako
material povrchovej Upravy inych implantatov: vapenaté fosforecnany zvysSuju drsnost’ ich
povrchu a zabezpecuju, ze povrch bude bioaktivny. [10] [11]
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Obrazok 3.1: Fazovy diagram P:0s5-CaQ. V diagrame znaci C=CaO a P=P:0s. Priklad:
P-TCP (Cas(POy)z) sa da rozpisat ako 3CaO-P:0s, t.j. p-CsP. [8]

3.2.5 Porcelany

Porcelan ma dlhé dejiny vyuzitia v zubnom lekarstve. Vd'aci za to svojej jednoduchej priprave
a priaznivému vzhl'adu — dentalny porcelan je priesvitny a opticky podobny zubom. Je mozné
doriho pridavat primesi, ktoré zvySuju jeho pevnost’ ¢i menia jeho odtieni. Dentalny porcelan
nie je citlivy na malé zmeny v chemickom zlozeni, je dobre formovatelny a vypaluje sa
relativne rychlo a za nizkych teplot. Hlavny rozdiel medzi dentdlnym a beznym porcelanom je,
ze dentalny porcelan neobsahuje kremenny piesok (alebo ho obsahuje vel'mi malo) a tvori ho
zvéacsa zivec. Typicky je zlozeny z 95 hm.% zivea a 5 hm.% ilu, t.j. jeho chemické zlozenie je
17 hm.% K;0, 19 hm.% Al2O3 a 64 hm.% Si0,. Nevyhodou dentalneho porcelanu je jeho
krehkost’. [6]
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3.3 Oblasti vyuzitia biokeramiky

Vdaka svojim mechanickym a chemickym
vlastnostiam je vac§ina typov biokeramiky
preduréena k tvorbe zubnych, kibnych
a kostnych nahrad, existuja v§ak vynimky.

Ortopedické aplikacie snosnou funkciu
zastupuje keramika na baze oxidu
zirkoni¢itého, ATZ, ZTA akompozitov 100 um 100 pm
polyetylénu a HAP. Dentalne implantaty sa
podobne vyrabaju zoxidu zirkonicitého
a HAP, pre tato aplikaciu su skimané aj
bioaktivne skla. Podobné materidly sa
pouzivaju aj pre iné opravy ustnej dutiny
a pre ucely otolaryngologie. Kostné vyplne
zastupuje rozpustna biokeramika
z vapenatych  fosfore¢nanov, vapenatych
soli a fosfatovych soli. Na ucely operacii
chrbtice sa vyuziva keramika z HAP
a kompozitov bioaktivnych skiel. [12; 8]

horcikovu zliatinu bez HAP poviaku (a, b) a s
HAP povilakom (c,d) [8]

Z biokeramiky sa daju vyrabat’ aj perkutdnne zariadenia ¢i ortopedické fixacné zariadenia,
umelé sTachy a umelé srdcové chlopne. [12]

Dolezité vyuzitie biokeramiky je v oblasti povrchovej upravy implantatov k zlepSeniu
vytvorenia vazby s telom pomocou HAP a inych vapenatych fosforecnanov, bioaktivnych skiel
a ich kompozitov. [12]

3.4 Antibakterialne povrchy

Po tom, ako sa implantat stane sucast'ou tela, nie si 'udské bunky jediné, ktoré sa snazia na
jeho povrchu uchytit. Baktérie sa taktiez snazia obsadit’ povrch implantatu. Ak sa baktérie
uchytia na povrchu implantatu a je im umoznené dostatoéne sa rozmnozit, mozu vytvorit’ tzv.
biofilm, tj. savisla bakterialnu koléniu. Z biofilmu baktérie napadaju okolité tkanivo, o vedie
k zdravotnym komplikaciam. Cely tento proces sa oznacuje ako infekcia. [13]

Aby sa infekcii zabranilo, vyuziva sa mnoho fyzikalnych ¢i chemickych principov k vytvoreniu
tzv. antibakterialneho povrchu. Antibakteridlne povrchy mozu spdsobit’ smrt’ baktérii pri
kontakte s nimi, ¢o sa blizSie nazyva baktericidnost’. Iné metddy blokuju prva fazu infekcie
tym, Ze zabranuju baktériam pril'nut na povrch implantatu. Takéto povrchy si oznacované ako
antiadhezivne. Slovo antibakterialny teda zahriiuje viacero odliSnych moznosti ochrany. [13]

U baktericidnych metdd pri tom nie je vzdy klucové znesSkodnit’ vSetky baktérie — pre
predideniu infekcii stac¢i zneskodnit' také mnozstvo, aby sa zabranilo tvorbe uceleného
biofilmu. Baktericidne povrchy koncentrujuce sa na zabranenie tvorby biofilmu sa blizSie
oznacuju ako antibiofilmné, kym povrchy braniace proliferacii pril'nutych baktérii sa oznacuju
ako kontaktne-zabijajuce (contact killing). Dalsia baktericidna metoda je zalozena na
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vyluovani baktericidnych latok (antibiotik) z povrchu, tieto povrchy st tzv. vylucujuco-
zabijajuce (release killing). [13]

V dnesnej dobe nie je vyuzivanie antibakterialnej povrchovej tpravy u implantatov roz§irené
pre problematické uchytenie upraveného povrchu, vysoké naklady vyroby povrchu a Castej
toxicity antibakteridlnych povrchov. U nanaSanych povrchov modze nastat degradacné
odlupovanie povrchu od implantatu, ¢o nielenze vytvara nové, vhodnejSie podmienky pre
uchytenie baktérii, ale nesie so sebou aj zdravotné komplikacie spojenych s pritomnostou
odlupnutych cudzorodych teliesok. [13]

3.4.1 Chemicky baktericidne povrchy

Utychto povrchov sa na povrch upeviiuju
antibakterialne latky — antibiotika, antimikrobialne
peptidy alebo kovové i6ny. Upeviiovanie prebieha
pomocou kovalentnych vézieb medzi povrchom
a antibakterialnou latkou, ktorych tvorba je
dosiahnutd vhodnym oSetrenim povrchu. Toto je
mozné napr. u polymérnych povrchov. [13]

Vyhodou nanaSania antibakteridlnych latok je
moznost ich lokalneho upevnenia tam, kde je
najpravdepodobnejsi vyskyt infekcie. [13]

Povrchy dopované kovovymi ionmi

Kovové 16ny s antibakterialnym ucinkom su hlavne
i6ny striebra, zinku a medi. I ked” st vel'mi G¢inné,
je unich mozné uvolovanie do okolia, ¢o je pre
telo toxické. Je preto potrebné pouzit vhodnu
koncentraciu ionov. Dal3ou nevyhodou je, Ze iony st
efektivne len proti niektorym druhom baktérii a je
preto nutné ich kombinovat sinymi metodami

antibakterialnej ochrany. [13] Obrdzok 3.3: Klasicky HAP poviak (4)
a povlak obsahujiici oxid strieborny (B)
Povrchy dopované antibiotikami [22]

Antibiotika su sice u¢inné voci Sirokej Skale baktérii, je s nimi ale spojend hrozba vyvinutia
antibiotickej odolnosti u baktérii. Napriek tomu antibiotika ostavaju byt dolezitou metodou
ochrany proti infekcii. Vd’aka moznosti lokalneho pouzitia antibiotik je ich efektivita zvySena
a moznost vytvorenia antibiotickej rezistencie u baktérii je nizSia ako u inych, plosnejSich
pouziti. NavySe je mozné kombinovat odli§né typy antibiotik pre dosiahnutie tiplnej ochrany
proti grampozitivhym aj gramnegativnym baktéridam. Antibiotikami sa daju nasytit keramické
povrchy napriklad z HAP. Takto nasytené povrchy sa v literature oznacuju ako vylucujico-
zabijajuce (release-killing). [13]

U povrchov nasytenych antibiotikami je kl'iCové vhodné nastavenie uvolniovania antibiotik.
V mnohych pripadoch dochadza k neziadanému narazovému uvol'neniu ucinnej latky, o ma
toxické ucinky na okolité tkanivo a mdze vytvorit vhodné podmienky pre Specifické baktérie
odolné voci antibiotikam. Nastavit pomalé uvoltiovanie antibiotik je vSak vel'mi néarocné,
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ked’ze antibiotika sa zacinaju uvolniovat hned’ po vlozeni implantatu do tela. NavySe sa Casovy
usek, kedy su vylucované antibiotikd, nemusi prekryvat’ s ¢asom kedy stale hrozi infekcia
v okoli implantatu. Napriklad HAP povrchy klasicky vylucuju antibiotika len po dobu dvoch
dni, Co je Casto nedostatocné. [13]

Doba vyludovania antibiotik sa da predizit viacerymi spésobmi. Antibiotikd mozu byt na
povrch nanasané vo vrstvach rosolu, v ktorom su rozpustené. Antibiotikd tiez mozu byt
vsadené do nanotrubiciek na povrchu, z ktorych st vyluCované pomalsie. Difiznu bariéru pre
antibiotika tiez moze vytvorit’ porézny oxid kremicity, ktory vylu€uje antibiotika po dobu az 9
dni. Mozno najambiciéznejSou metddou je naviazanie antibiotik do systému hydrogélu
a viacvrstvovych metylénovych retazcov citlivych na ultrazvuk. Tento systém dokaze
vylu€ovat antibiotikd po externej aktivacii ultrazvukom. [13]

3.4.2 Antibiofilmné povrchy

U niektorych baktericidnych metod zalozenych na chemickom principe je napriek
antibakteridlnemu charakteru stale pritomn4 hrozba rozmnozenia baktérii natol’ko, ze sa vytvori
biofilm, ktory znizuje efektivitu antibakterialnych latok. Existuju vSak enzymy, ktoré napadaju
vazby medzi baktériami azabratiuji tak tvorbe biofilmu, zvySujuc tak ucCinnost
antibakterialnych latok. [13]

Po rozlozeni biofilmu sa baktérie moézu zacat’ §irit’ po tele a roznésat infekciu. Preto by sa mali
antibiofilmné enzymy pouzivat v kombinacii s antibakterialnymi latkami ako napr. antibiotika.
[13]

3.4.3 Antiadhezivne povrchy
Antiadhezivne povrchy zabratuju pril'nutiu baktérii a tym aj prvej fazi infekcie. Schopnost

baktérii prilnut na povrch je pri tom ovplyvnend dvoma hlavnymi faktormi: povrchovou
morfologiou, resp. drsnostou povrchu a zmacavostou.

brdzok 3.4: Ucinok drsnosti povrchu na prilnutie baktéril' S. Aureus: bruseny povrch (al-a3),
hladko lesteny povrch (b1-b3) [14]
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Bolo dokazané, ze silno hydrofobne aj hydrofilné povrchy dokazu baktériam stazit’ alebo az
znemoznit prilnutie. Predpokladd sa, ze tieto povrchy baktérie odpudzuji aze vzduch
uvédzneny na povrchu znizuje moznost interakcie s tuhym povrchom. [13]

Najefektivnejsie sa ukazali byt hydrofobne povrchy s uhlom zmac¢ania priblizne 90°. [13]

Nevyhodou tychto povrchov je, ze zabranuju prilnutiu aj telovych buniek, ¢im stazuji az
znemozinuju uchytenie implantatu. Preto je u implantatov vyuzivajucich tito metddu dolezité
pouzit’ dodatocni povrchovu Upravu pre zvysSenie bioaktivity, inak moze dojst’ k vytvoreniu
tkanivového vaku okolo implantatu a strate funkénosti. [13]

3.4.4 Baktericidna topografia

U kridiel niektorého hmyzu a inych prirodnych povrchov boli odhalené baktericidne ucinky.
Tato baktericidnost’ je spdsobena topografiou danych povrchov a nie je zavisla na chemickom
zlozeni. Existuje mnoho ¢lankov venujucich sa tomuto fenoménu [15; 16; 17] a topografiu sa
podarilo aj uspesne fabrikovat na polymernom povrchu [18].
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) ! 1 pum P. aerugin;sa 4 _ oy, L aeruginosa : gj _ { / P. gingivalis
Obrazok 3.5: SEM snimky kridla cikady (a), kridla sidla (b), kridla Sidielka (c), gekoncej koZe
(d), inokulovanych baktérii Pseudomonas aeruginosa (e-g), Porphyromonas gingivalis (h) [15]

Po prilnuti baktérie na povrch sa baktéria musi prisposobit’ topografii povrchu a deformuje sa.
Téato deformécia zatazuje bunkovu stenu baktérie. Ak zat'azenie prekro¢i medzni hodnotu,
bunkova stena baktérie sa pretrhne, ¢o vedie k jej lyze [15]. Cely proces je vyobrazeny na
obrazku 3.6.
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Obrazok 3.6: Schematické zobrazenie prilnutia baktérie na kridlo cikady: priblizenie baktérie
(a), prvomnd adhézia (b), pretrhnutie bunkovej steny (c), Iyza (d) [15]
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Aby bol povrch materiadlu baktericidny mechanickym principom nezavisle na chemickom
zlozeni, musi spifiat’ $pecificki geometriu. Povrch musi byt pokryty piliermi, ktoré maji
rozmery v radoch nanometrov, podobne ako u kridiel cikad. V pripade kridiel cikad dosahuju
baktericidny ucinok nanopiliere vysoké 200 nm, s priemermi 100 nm pri zakladni a 60 nm pri
vrchole; vzdialenost jednotlivych pilierov je 170 nm (stred od stredu) [15]. Baktericidny ucinok
sa da dosiahnut’ v mensej miere s va¢Simi rozmermi nanopilierov, vyrazny u¢inok maju piliere
vysoké 300 nm, s priemerom 190 nm a vzdialenostou 320 nm medzi stredmi pilierov. Oproti
hladkému povrchu maji mierny uc€inok aj nanopiliere aj vyskou 300 nm, priemerom 215 nm
avzdialenostou 595 nm medzi stredmi pilierov [18]. NajrozhodujucejSie geometrické
vlastnosti pre dosiahnutie bakteridicneho ucinku su:

a) Pomer rozmerov nanopilierov (aspect ratio) — povrch musi byt pokryty prvkami
s vysokym pomerom vySKky a strany (priemeru) podstavy [15] [18]. Zda sa, ze tento
pomer musi byt rovny aspoii priblizne 3;

b) Priemer nanopilieru — tenSie nanopiliere vyvijaju na prilahlé baktérie vacsie napétie, Co
vedie k 'ahSej penetracii bunecnej steny a smrti baktérie. Dolezitejsi je pri tom priemer
pri vrchole nanopilieru [18];

¢) Mnozstvo nanopilierov na jednotku povrchu — pri va¢sich nanopilieroch alebo malom
mnozstve nanopilierov na jednotku povrchu st niektoré baktérie schopné prispdsobit’
svoju orientaciu topografii povrchu tak, aby prezili. Prispdsobenie orientacie je vSak
baktériam znemoznené, pokial su nanopiliere mnohonasobnejSie menSie ako baktérie
a pokial’ s nanopiliere husto posadené. [18]

V porovnani sinymi su velmi efektivne nanopiliere replikujuce kridla cikady s rozmermi:
vyska 210 nm, priemer 70 nm, vzdialenost’ medzi stredmi nanopilierov 170 nm, vzdialenost’
medzi nanopiliermi 100 nm [18]. Pomer vysky a priemeru je 3, pocet nanopilierov na plochu je
40 um™2.

3.5 Testovanie baktericidnosti a delenie baktérii

Baktérie sa podl'a Gramovho farbenia rozdel'uju na grampozitivne (napr. B. subtilis, S. aureus)
a gramnegativne (napr. E. coli, P. fluorescens). Grampozitivne baktérie v bunkovej stene
obsahuju vrstvy peptidoglykanu, ¢o zapri¢inuje, ze ich povrch je oproti gramnegativnym
baktériam relativne rigidny. [15]

Grampozitivne baktérie su vdaka svojej tvrdSej bunkovej stene vyrazne odolnejsie voci
baktericidnym t¢inkom nanopilierov. Voci gramnegativnym baktériam je naopak baktericidna
topografia vel'mi ucinna, pozri obrazok 3.7. Preto je potrebné testovat’ baktericidnost’ povrchu
oddelene pre gramnegativne a grampozitivne baktérie. Niektoré stidia testovanie
grampozitivnymi baktériami Uplne vynechéavaju. [15]

Morfologia baktérii tiez ovplyviiuje interakciu s baktericidnym povrchom. Baktérie sa podl'a
tvaru delia na palicky (rod-shaped bacteria) a koky (spherical bacteria). Palickam je vd'aka ich
tvaru umoznené prisposobovanie svojej orientacie tvaru baktericidnej topografie tak, aby prezili
[18]. Povrchy je preto vhodné testovat’ pre oba typy tvaru baktérii.

Baktérie urCené na testovanie sa namnozia v roztoku fosfatu a inkubuji sa na testovanom
povrchu v diskrétnych €asovych intervaloch. Baktérie sa inkubuji aj na skle, aby sa mohli
porovnat’ ich odlisné reakcie. Pre vyhodnotenie sa moze pouzit’ konfokalna laserova skenovacia
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mikroskopia (confocal laser scanning microscopy) [16], pripadne sa baktérie mézu pozorovat
skenovacou elektronovou mikroskopiou (SEM). [15]
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Obrdazok 3.7: SEM snimky baktérii inkubovanych na skle (viavo) a na kridlach cikdd (v strede);
snimky z konfokdlnej laserovej mikroskopie (vpravo), Zivé baktérie su zvyraznené zelenou,
mrtve cervenou. Mierka SEM - 1 um, mierka konfokalnej laserovej mikroskopie - 5 um [16]

3.6 Hydrotermalna syntéza hydroxyapatitu

Povrch implantatov zvykne byt pokryty vrstvou HAP pre zlepSenie bioaktivity. Existuje
viacero metod nandsania tejto vrstvy. Jednou z nich je biomimeticka metdda, ktord spociva
v nukleécii a raste HAP v simulovanej telovej tekutine pri teplote 37°C. Tato metoda je vSak
velmi zdihava a vytvorenie sivislej HAP vrstvy moze trvat niekolko tyzdiiov. [19]

Rychlejsia je hydrotermalna metoda [19], pri ktorej nukledcia arast HAP prebieha za
hydrotermalnych podmienok — v horucej kvapaline, skoro vzdy vode, s teplotou zvycajne viac
ako 100 °C, typicky s tlakom par vys§§imi ako atmosféricky tlak.
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Tvarom HAP vzniknutého hydrotermalnou metddou sa zaobera viacero ¢lankov orientovanych
na syntézu HAP [11; 20; 21]. Hydrotermalna metoda je jedna z najvhodnejSich metdd na
syntézu tyCinkovitého HAP. Najvyssi vplyv na tvar ma pri tom teplota a pH okolitého roztoku,
ale aj dizka doby syntézy a pritomnost’ organickych primesi. S rastucou teplotou sa zvysuje aj

fazova Cistota HAP. [11; 21]

Bolo dokazané, 7e dizka HAP &astic stupa s klesajucim pH. Pri vysokych hodnotach pH je
umozneny vznik inych utvarov ako tyc¢iniek, pozri obr. 3.8. Pri poklese pH na 4 je zas mozné

ziskat' komplikovanejsie 3D utvary. [11]

Celkovo je vSak tvar HAP ziskaného touto metddou neuniformny a tazko kontrolovatel'ny, ¢o
je hlavnou nevyhodou hydrotermalnej metody. [11]
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Obréazok 3.8: Ucinok pH, teploty a dizky hydrotermdlneho spracovania na fazu, morfologiu
a velkost' castic vdpenatych fosforecnanov. HAP =
hydrogenfosforecnanu vdpenatého, DCPD = dihydrat hydrogenfosforecnanu vdpenatého,

OCP = oktakalciumfosfat [11]
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4. EXPERIMENTALNA CAST

Experimentalna Cast’ tejto prace je zamerana na pripravu antibakteridlneho povrchu na vzorkach
fabrikovanych z prasku vapenatych fosforecnanov. Na upravu povrchu bolo pouzité tepelné
spracovanie za hydrotermalnych podmienok. Metody fabrikacie vzoriek a parametre
hydrotermalneho tepelného spracovania (dalej skratene HTS) boli optimalizované pre
dosiahnutie povrchovej topografie ¢o najpodobnejSej baktericidnej povrchovej topografii
kridiel cikad.

4.1 Priprava hutnych vzoriek

Hutné vzorky boli fabrikované z HAP prasku od firmy Sigma-Aldrich s.r.o. Prasok bol pred
pouzitim kalcinovany po dobu 1 hod. na teplote 800 °C, Co je teplota odporacana vyrobcom,
pre odstranenie necistot. U vybranych vzoriek bol do suspenzie pridany uhli¢itan vapenaty.

Na tvarovanie vzoriek boli pouzité metddy suspenzného liatia, jednoosé lisovanie a izostatické
lisovanie. Nazvy vzoriek a ich prislusné metody tvarovania su v tabul'ke 4.1.

Vzorka Metoda tvarovania Pridany CaCQOs
S suspenzné liatie nie
U-Ca jednoosy lis ano
U jednoosy lis nie
C izostaticky lis nie
C-Ca izostaticky lis ano

Tabulka 4.1: Prehlad zdkladnych vzoriek. Prvé pismeno znaci pouZitit metodu tvarovania,
pripona Ca znaci pridanie uhlicitanu vapenatého.

4.1.1 Suspenzné liatie

Metddou suspenzného liatia boli tvarované vzorky dvoch roznych chemickych zlozeni. Vzorky
S boli odliate zo suspenzie obsahujucej 20 obj.% HAP. Do suspenzie pouzitej na pripravu
vzoriek U-Ca bolo pridanych 1,6 g uhli¢itanu vapenatého, ¢im bol dosiahnuty obsah uhli¢itanu
priblizne 5 hm.% po vysusSeni suspenzie. Presné chemické zlozenie suspenzii sa nachadza
v tabul'ke 4.2. Polyvinylalkohol sluzil ako spojivo, destilovana voda ako rozpustadlo, Dolapix
ako disperzant Castic a oktanol ako odperiova¢. Cukor bol pridany pre spevnenie vyslednej
Struktury.

Vzorka S U-Ca

Latka Hmotnostny zlomok (hm.%) Hmotnostny zlomok (hm.%)
Hydroxyapatit 43,5 34,5

Polyvinylalkohol 1,1 1,2

Destilovana voda 50,9 57,3

Dolapix CE64 2.0 2.2

Oktanol 0,1 0,1

Cukor (Sachar6za) 2,6 2.9

Uhlicitan vapenaty - 1,8

Tabulka 4.2: Chemické zloZenie pouZitych suspenzii
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Do pripravenych suspenzii boli pridané zirkonové gulicky ako miesacie médium a suspenzie
boli minimélne 24 hod. miesané. PremieSana suspenzia bola 2 mintty odvzdusiiovana aby boli
odstranené vzdusné bubliny. Po odvzdusneni bola suspenzia odliata do plastovych foriem.
Odliate vzorky S schli 4 dni, vzorky U-Ca schli 5 dni.

Vzorky U-Ca boli po vysuseni dodatocne lisované. Lisované vzorky st opisané nizsie.
4.1.2 Jednoosé lisovanie

Jednoosym lisom boli tvarované vzorky s pridanym uhli¢itanom véapenatym avzorky z
kalcinovaného HAP prasku, t.j. U-Ca, C-Ca, U, C.

Vzorky s uhli¢itanom vapenatym boli najprv odliate zo suspenzie, pozri kapitola Suspenzné
liatie. Po vyschnuti boli vzorky manualne pomleté na jemny prasok. Prasok bol precedeny cez
sito s vel'kostou oka 0,099 mm.

Vzorky z Cistého kalcinovaného HAP prasku neboli dodatocne upravované.

Lisovaci set sa skladal z razidla a dvoch raznikov s priemerom 16 mm. Set bol pred kazdym
pouzitim oCisteny etanolom a lubrikovany roztokom polyvinylalkoholu v etanole. Potom bolo
do razidla vlozenych 0,5 g prasku. Zlozeny set bol nasledovne vlozeny do jednoosého lisu Brio
Hranice, BSML 21 — MT 20 a stlaceny na 10 MPa.

4.1.3 Izostatické lisovanie

Vzorky C aC-Ca boli po tvarovani jednoosym lisom dodato¢ne lisované v studenom
izostatickom lise (CIP) metddou mokrého vaku.

Vzorky boli s odstupmi vlozené do elastickej formy, ktord bola nasledovne evakuovana
a uzatvorend. Pre bezpecnost’ vzoriek boli pouzité tri vrstvy formy. Forma so vzorkami bola
vlozena do izostatického lisu P/O/ WEBER Laborpresstechnik, KIP 300 E a stlacena na 250
MPa.

4.1.4 Slinovanie

Vsetky vzorky boli slinované na teplote 1200°C po dobu 120 minut v slinovace] peci. Pouzity
teplotny rezim je popisany v grafe 4.1.

1400
1200
1000
800
600
400
200

T[°C]

Graf 4.1: Teplotny rezim slinovania
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4.2 Meranie hustoty

Hustota slinovanych vzoriek bola zistena pomocou Archimedovej metody podl'a normy CSN
EN 623-2 [22]. Proces bol nasledujuci: vzorky boli su§ené pod i6novou lampou po dobu 30
minut a odvazené na vzduchu (m1). Nasledovne boli vzorky umiestnené v kadicke 30 minut
vakuované. Do vakuovanej kadicky bola potom napustena destilovand voda a 60 minat sa
nechala zatiect’ do vSetkych pérov vzorku. Po 30 minutach po napusteni vody bola kadicka
vynata z vakua. Vzorky boli odvazené vo vode (m:). Nakoniec boli vzorky osuSené papierom
a odvazené druhykrat na vzduchu (m23). VSetky merania boli opakované trikrat a vo vypoctoch
bol pouzity aritmeticky priemer merani pre zvySenie presnosti merania.

Relativna hustota bola zistena pomocou nasledujuceho vztahu:

_ my PHy0 0
DPrel. = (ms—mz) P 100% (3.1)
Kde: Pret- [%0] je relativna hustota vzorky,

m, [g] je hmotnost’ vzorku po tplnom vysuseni,
m; [g] je hmotnost vzorku vo vode,

ms [g] je hmotnost’ vzorku po vysuSeni zvonka,
PH,0 [g/cm?] je hustota vody pri teplote merania,
Preor. [g/cm?] je hustota 100% HAP — 3,18 g/cm?.

Hustotu vody pri teplote merania bola zistena zo vzt'ahu:

(0,997 ,9984)

Pra0 = =g+ 0,9984 (3.2)

Kde: PH,0 [g/cm?] je hustota vody pri danej teplote,
Ty, o [K] je teplota vody pri merani.

U sérii vzoriek S bola merana hustota troch odlisSnych vzoriek. V tomto pripade su zistené
hodnoty aritmetickym priemerom jednotlivych vzoriek.

4.3 Tepelné spracovanie v hydrotermalnych podmienkach

Povrch vzoriek bol upraveny pomocou hydrotermélneho tepelného spracovania (HTS). Za
hydrotermalnych podmienok dochadza k fazovym a morfologickym zmenam vapenatych
fosforecnanov. Parametre HTS boli optimalizované pre dosiahnutie povrchovej morfologie
priblizujucej sa baktericidnej povrchovej morfoldgii opisanej v teoretickej Casti prace.
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4.3.1 Vzorky praskov

Pred tym, ako bol pomocou HTS upraveny
povrch hutnych vzoriek, bola skimana zmena
hmotnosti, morfologické zmeny a fazové
zmeny pouzitych praskov v hydrotermalnych
podmienkach. Skumany bol vychodzi HAP
prasok a kalcinovany HAP prasok.

Roztok pouzity na HTS bol pripraveny
z destilovanej vody a roztoku kyseliny
dusi¢nej s koncentraciou 1 M HNOs. Roztok
kyseliny bol pomaly pridavany do
destilovanej vody za staleho mieSania
magnetickym mieSadlom. Sucasne bolo
merané pH pomocou pH elektrody. Roztok
kyseliny bol pridavany, dokym nebolo pH
zniZené na 4.

1 g nekalcinovaného HAP prasku od firmy
Sigma-Aldrich  sr.o. bol  umiestneny
v tefléonovej nadobke spolu s 19 g zrieden¢ho
roztoku kyseliny dusi¢nej s pH 4. Tym bola
dosiahnutd koncentracia HAP 5 hm.%
a koncentracia rozpustadla 95 hm.%.
Rovnakym  sposobom  bol  pripraveny
kalcinovany HAP prasok.

B : ]
Obrazok 4.1: Pouzité autoklavy (a), rozlozeny
Teflonové nadobky boli vlozené do autokiav (b)

samostatnych autoklavov , ktoré boli pevne

uzatvorené. Obe zlozené sustavy boli v konvencnej peci tepelne spracované na teplote 180 °C
po dobu 12 hod. Rovnaky teplotny rezim bol pouzity u povrchovej tpravy hutnych vzoriek.

Po ukonceni cyklu boli teflonové nadoby opatrne vynaté z autoklavov aich obsah bol
prefiltrovany cez separatne filtracné papiere. Filtratny zvySok bol dokladne vysuSeny
v digestore a odvazeny. Morfologia a chemické zlozenie boli dodatocne skimané pomocou
SEM analyzy a XRD analyzy.

4.3.2 Hutné vzorky

Strnast’ zakladnych hutnych vzoriek bolo podrobenych HTS v roztokoch s réznymi hodnotami
pH a v destilovanej vode. Dizka HTS jedenastich vzoriek bola 12 hod, tri vzorky boli tepelne
spracované po dobu 48 hod. Prehlad vzoriek, pH kvapalného prostredia a dizka HTS je
v tabul’ke 4.3.

Teplota HTS bola pre vSetky vzorky rovnaka — 180 °C.
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Vzorka pH Dizka spracovania [hod]

S-4 4,0 12
U-Ca-4 4,0 12
U-4 4,0 12
C-4 4,0 12
C-Ca-4 4,0 12
U-6,1 6,1 12
C-6,1 6,1 12
C-Ca-6,1 6,1 12
U-5,6 5,6 12
C-5,6 5,6 12
C-Ca-5,6 5,6 12
U-5,6-48 5,6 48
C-5,6-48 5,6 48
C-Ca-5,6-48 5,6 48

Tabulka 4.3: Prehlad tepelne spracovanych vzoriek. Pismend v oznaceni priraduju vzorku k
Jej oznaceniu pred HTS, pozri tabulka 4.1. Prvé Cislo v oznaceni znaci pH pouzité u HIS.
Pripona 48 znaci, Ze dizka HTS bola 48 hodin.

Podobne ako pri spracovani praskovych vzoriek v hydrotermalnych podmienkach boli najprv
pripravené roztoky, v ktorych prebieha HTS. Roztoky boli pripravené pridavanim 1 M roztoku
HNOs do destilovanej vody za staleho mieSania magnetickym mieSadlom a sucasného merania
pH pomocou pH elektrody. Roztok HNOj3 bol pridavany, dokym nebola dosiahnuta pozadovana
hodnota pH.

Pomocou pH elektrody bolo za stdleho miesania magnetickym mieSadlom zmerané aj pH
destilovanej vody, ktora bola pouzita v HTS.

Takto boli pripravené kvapalné prostredia pre HTS s troma rozli¢nymi hodnotami pH: 4; 5,6
a6l

Vzorky boli oddelene umiestnené v samostatnych teflonovych nadobkach tak, aby v jednej
nadobke neboli rozne typy zakladnych vzoriek.

Do nadobiek boli pridané roztoky alebo destilovana voda v takom mnozstve, aby zakladna
vzorka tvorila 5 hm.% obsahu nadobky a kvapalné prostredie 95 hm.% obsahu nadobky.

Teflonové nadobky boli pevne uzatvorené v samostatnych autoklavoch aumiestnené
v konvencnej peci, kde boli vzorky tepelne spracované na teplote 180 °C po dobu 12 hodin. Tri
vzorky boli tepelne spracovavané 48 hodin.

Po ukonceni HTS boli vzorky opatrne vytiaté zo sustavy a vysusené v digestore.

Vzorky boli pred HTS a po kone¢nom vysuSeni odvazené pre pozorovanie zmien hmotnosti.

4.4 SEM analyza

Povrch vzoriek po pred a po HTS bol sledovany skenovacimi elektronovymi mikroskopmi FEI
Verios 460L a TESCAN LYRA3 XMH, u oboch bol pouzity mod SE (secondary electrons).
Povrch vzoriek, uktorych pre nedostatonii vodivost povrchu nebolo mozné dosiahnut
kvalitnych snimkov, bol dodato¢ne pouhliceny.
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U modelu FEI Verios 460L bolo pouzité urychl'ovacie napitie 5 kV pre nepouhli¢ené vzorky,
u pouhlicenych vzoriek bolo pouzité urychl'ovacie napétie 10 kV. Modelom TESCAN LYRA3
XMH boli mikroskopované iba pouhli¢ené vzorky a bolo pouzité urychl'ovacie napéatie 10 kV.

Dokopy bolo pozorovanych 19 hutnych vzoriek, z toho 5 zakladnych vzoriek pred HTS a 14
vzoriek po HTS. Boli tiez pozorované 4 vzorky praskov, z toho 2 v zakladnom stave a2 po
HTS.

4.5 XRD analyza

Pre urenie fazového zlozenia vzoriek pred a po HTS bol pouzity difraktometer Rigaku
SmartLab 3 kW s medenou anddou. Pouzity mod bol Bragg-Brentano Measurement. Vzorky
boli analyzované v skenovacej pozicii od 10° do 90° po 0,02° krokoch. Data boli vyhodnotené
porovnanim s Medzinarodnym Centrom Difrakénych Dat (International Center for Diffraction
Data), skratene ICDD, pomocou softvéru HighScore Plus. Porovnanim nameranych dat
s datami z ICDD bolo ur€ené fazové zlozenie.

10 20 30 40 50 60
26 [°]

Graf 4.2: Priklad difrakcnych dat. Vzorky C, C-4 a C-Ca. Ddélezité vrcholy su oznacené
pismenom: H pre HAP, T pre p-TCP. Nejednoznacné vrcholy st oznacené H/T.
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5 VYSLEDKY

V tejto kapitole budi zhrnuté vysledky zistené u zékladnych biokeramickych vzoriek,
urozpustanych biokeramickych praskov aumodelovych biokeramickych povrchov
vytvorenych pomocou hydrotermalneho tepelného spracovania (HTS).

Fabrikovanych bolo pét typov zakladnych vzoriek z kalcinovaného HAP prasku a HAP
suspenzie s pridanym uhli¢itanom vapenatym. Na zakladnych vzorkach bola merana relativna
hustota, povrch bol analyzovany pomocou SEM afazové zlozenie bolo analyzované
difraktometrom.

Rozpustany bol prasok z kalcinovaného HAP a povodného neupravovaného HAP prasku.
U praskov bola pozorovana hmotnost pred a po HTS, tj. rozpustnost’ prasku, struktura prasku
bola analyzovana SEM a fazové zlozenie bolo analyzované difraktometrom.

Pomocou SEM bolo analyzovanych pat’ povrchov pred HTS a §trnast’ modelovych povrchov
po HTS. Fazové zlozenie vybranych povrchov bolo analyzované difraktometrom.

5.1 Zakladné hutné vzorky

Hutné vzorky boli fabrikované zhutnenim keramickej suspenzie alebo keramického prasku
pomocou metdod suspenzného liatia, jednoosého lisovania aizostatického lisovania
a nasledovného slinovania.

Hustota slinovanych vzoriek bola merana Archimedovou metodou podl'a normy CSN EN 623-
2 [22]. Relativna hustota vzoriek je uvedena v tabul'ke 5.1.

Vzorka Relativna hustota [%]
S 94,2
U-Ca 81,0
U 85,0
C 95,4
C-Ca 92,1

Tabulka 5.1: : Relativna hustota slinovanych vzoriek vztiahnutd na teoreticku hustotu HAP —
3,18 gicm3

Najvyssia hustota bola dosiahnuta u izostaticky lisovanych vzoriek C z kalcinovaného HAP
prasku. Podobne vysoka hustota bola dosiahnuta u suspenzne liatych vzoriek S bez pridaného
uhli¢itanu vapenatého.

Vyrazne nizsiu relativnu hustotu mali vzorky zhutnené jednoosym lisovanim. Najnizsiu hustotu

mali jednooso lisované vzorky U-Ca s pridanym uhli¢itanom vapenatym.

5.2 Tepelné spracovanie vzoriek praskov

Dva prasky vapenatych fosfore¢nanov boli podrobené HTS pre sledovanie hmotnostnych,
morfologickych a fazovych zmien.

Meranie hmotnosti bolo vykonané pred HTS a po HTS a dodatocnom vysuseni. Namerana
hmotnost’ praskov pred a po tepelnom spracovani je v tabul'ke 5.2.
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Hmotnost pred HTS  Hmotnost’ po HTS Pribytok hmotnosti

PraSok 2] 2] [%o]
Povodny 1,01 1,39 38
Kalcinovany 1,00 1,29 29

Tabulka 5.2: Zmena hmotnosti pouzitych prdaskov

Hmotnost’ po tepelnom spracovani bola u oboch praskov vyssia ako hmotnost’ pred tepelnym
spracovanim.

Fazové zlozenie praskov bolo analyzované rontgenovym difraktometrom. Fazové zlozenie
zistené porovnanim dat s ICDD je v tabulke 5.3.

Fazové zlozenie pred tepelnym Fazové zlozenie po tepelnom
spracovanim spracovani
Prasok HAP [%] B-TCP [%] HAP [%] B-TCP [%]
Pdvodny 100 - 92 8
Kalcinovany 67 33 84 16

Tabulka 5.3: Fazové zloZenie vzoriek praskov pred a po HTS

Mikrostruktura praskov pred a po HTS bola pozorovana SEM. Ziskané snimky su na obrazku
5.1.

500 nm

Obrazok 5.1: SEM snimky vzoriek praskov. a — pvodny prasok pred HTS, b — pévodny prasok
po HIS. ¢ — kalcinovany prdsok pred HTS, d — kalcinovany prdsok po HTS.

U povodného HAP prasku nebola po HTS sledovana vyrazna zmena morfologie. Kalcinovany
prasok mal pred tepelnym spracovanim globularnu morfoldgiu, pocas tepelného spracovania
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povrch prasku rekryStalizoval na morfologiu podobnu povodnému HAP prasku, ale s vac§imi
krystalmi.

5.3 Tepelné spracovanie hutnych vzoriek
Fazové zlozenie vzoriek bolo analyzované rontgenovym difraktometrom. Analyzované boli

vzorky pred HTS, po HTS v roztoku s pH 4 a po HTS v roztoku s pH 5,6 a dobou HTS 48 hod.
Vysledky analyzy st v tabul'ke 5.4.

Fazové zlozenie pred HTS Fazové zloZenie po HTS

Vzorka HAP [%] B-TCP [%] HAP [%] B-TCP [%]
S-4 - 100 4 97

U-Ca-4 53 47 85 15

U-4 9 91 48 52

C-4 8 92 30 70

C-Ca-4 60 40 63 37
U-5,6-48 9 91 100 -

C-5,6-48 8 92 46 54
C-Ca-5,6-48 60 40 69 31

Tabulka 5.4: Fazové zlozenie hutnych vzoriek pred a po HTS
Zmena hmotnosti po HTS bola u vSetkych hutnych vzoriek zanedbatelna.

Povrch hutnych vzoriek pred a po HTS bol pozorovany SEM. Snimky mikrostruktir su na
obrazkoch 5.2-5.6.

U vSetkych vzoriek bola uniformita velkosti krystalov vel'mi nizka.

Obrazok 5.2: SEM snimky vzoriek S a S-4

Na povrchu vzorky S-4 sa nachadzali prevazne krystaly s pomerom dizky a $irky bliZiacim sa
1, niektoré krystaly boli dlhsie. Pokrytie povrchu krystalmi bolo netplné, Casto bol viditelny
povodny povrch.
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Obrazok 5.3: SEM snimky vzoriek U, U-4, U-5,6, U-6,1 a U-5,6-48

U vzoriek U-4, U-5,6 a U-6,1 vznikali najdlhsie krystaly, Specificky na vzorke U-5,6 boli
ojedinele krystaly s radovo mensim priemerom ako u ostatnych vzoriek. Kry§taly na vzorke U-
6,1 mali nizsi pomer dizky a priemeru ako U-4 a U-5,6. U vzorky U-4 bol vo vyraznej miere
viditeny povodny povrch, u vzoriek U-5,6 a U-6,1 bolo pokrytie vysSie.

U vzorky U-5,6-48 bolo pozorované uplné pokrytie HAP krystalmi a zvySena heterogenita
vel'kosti krystalov. Neboli najdené oblasti s viditelnym povodnym povrchom. Znacnu cCast
povrchu pokryvali vel'ké krystaly s nizkym pomerom diZky a priemeru. Priestor medzi nimi bol
vyplneny mensimi, podlhovastymi krystalmi, avSak vyrazne hrubsSimi ako malé krystaly
u vzorky U-5,6.
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Obrdzok 5.4: SEM snimky vzoriek C, C-4, C-5,6, C-6,1 a C-5,6-48

Vzorky C-4, C-5,6 a C-6,11 boli pokryté krystalmi, ktorych pomer dizky a sirky sa blizi 1.
Uniformita vel'kosti krystalov je nizka. Ojedinele je viditelny povodny povrch.

U vzorky C-5,6-48 boli pozorované podobné vlastnosti ako u vzorky U-5,6-48; nemozno vsak
hovorit' o pritomnosti podlhovastych krystalov. Povrch bol pokryty vel'kymi kryStalmi, priestor
medzi nimi bol vyplneny mensimi krystalmi, u oboch bol pomer dizky a §irky blizky 1. Pokrytie
povrchu krystalmi bolo uplné.
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Obrazok 5.5: SEM snimky vzoriek U-Ca a U-Ca-4

C-Cal

C-Ca-5,6-48

-

2 pm

Obrdzok 5.6: SEM snimky vzoriek C—Ca, C-Ca-4, C-Ca-5,6, C-Ca-6,1 a C-Ca-5,6-48

U vzoriek U-Ca-4, C-Ca-4, C-Ca-5,6, C-Ca-6,1 a C-Ca-5,6-48 neboli pozorované vyrazné
morfologické zmeny.
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6 DISKUSIA

Hlavnym cielom experimentalnej ¢asti bolo vytvorit povrch s baktericidnou topografiou
s podobnymi prvkami ako topografia kridiel cikad. Povrch vzoriek vapenatych fosfore¢nanov
bol upraveny pomocou hydrotermalneho tepelného spracovania (HTS). Pocas HTS na povrchu
vzoriek nastali fazové a morfologické zmeny. Kvoli nedostatku literatury opisujicej
morfologické zmeny na povrchoch vapenatych fosfore¢nanov v hydrotermalnych podmienkach
boli podmienky HTS porovnavané s ¢lankami o syntéze HAP. Tie poskytuju presné informacie
o hydrotermalnych podmienkach pre tvorbu ihlicovitétho HAP s podobnymi rozmermi ako
prvky baktericidnej topografie. V tejto bakalarskej praci sa predpokladalo, ze konkrétne
hydrotermalne podmienky budi mat’ podobné ti¢inky na povrch hutnych vzoriek obsahujucich
HAP aB-TCP spracovanych HTS ako na tvar syntetizovaného HAP, resp. Ze rozmery
povrchovych prvkov na hutnych vzorkadch budi za danych hydrotermalnych podmienok
podobné ako rozmery syntetizovaného HAP.

6.1 Zakladné biokeramické vzorky

Vzorky tvarované izostatickym lisovanim |
mali v porovnani s ostatnymi vys§siu relativnu
hustotu a podobni relativhu hustotu
dosahovala vzorka S tvarovand suspenznim
liatim. Nevyhodou metody suspenzného liatia |
je vsak heterogenita hustoty v objemu vzorky. ‘ :
Okrem toho sa nepodarilo suspenznym liatim |
fabrikovat  diskové vzorky, ktoré su
vhodnejSie na testy baktericidnosti vdaka
ucelenému rovnému povrchu.

Jednooso lisované vzorky s pridanym
uhliitanom vépenatym mali najnizsiu
relativnu  hustotu, vyrazne niz§iu ako
jednooso lisované vzorky bez uhli¢itanu vapenatého. Dodatoéné znizenie hustoty je
opodstatnitelné tym, ze pocas slinovania sa z uhli¢itanu vapenatého uvolnuje oxid uhlicity,
ktory moze zvySovat’ porozitu pri unikani zo vzorky.

i

Obrdzok 6.1: Odlisné sfarbenie vzoriek

Mimo odli$nej relativnej hustoty afazového zlozenia mali vzorky 1 odliSny odtien, pozri
obrazok 6.1. Hlavne u izostaticky lisovanych vzoriek s pridanym uhli¢itanom vapenatym bolo
vol'nym okom pozorovatelné modré sfarbenie. Pravdepodobnym dovodom je nizka porozita
a vysoky obsah HAP.

6.2 Tepelné spracovanie vzoriek praskov

Vzorky praskov boli sledované pre upresnenie transformacii, ktoré prebiehaju na povrchu
vzoriek pocas tepelného spracovania. Povodny, nekalcinovany HAP prasok bol skiimany, aby
bol zisteny vplyv kalcinacie a tym padom vysSieho obsahu HAP na zmeny pocas HTS.

Bolo predpokladané, ze hmotnost po HTS bude u oboch praskov nizsia alebo rovnaka ako
hmotnost pred HTS, pretoze HAP a B-TCP su do nizkej miery rozpustné vo vode. Vysledna
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zmena hmotnosti v§ak bola kladna, prasky po HTS mali vyrazne vys§iu hmotnost. Pévodny
prasok zvysil svoju hmotnost’ o0 38%, kalcinovany prasok o 29%.

Moznym vysvetlenim tohto vysledku je, ze prasky po¢as HTS reaguja s vodou do takej miery,
Ze nastane vyrazna zmena hmotnosti. Fazova analyza ukazuje, ze fazové zlozenie praskov sa
pocas HTS zmenilo, nie vSak dostato¢ne na takto vyrazni zmenu hmotnosti. Pravdepodobnejsie
vysvetlenie preto je, ze zmena hmotnosti je spdsobena uvdznenim vody v prasku
a nepresnostou merania.

Pomocou SEM boli sledované morfologické zmeny praskov. Struktura pdvodného prasgku pred
a po HTS je vel'mi podobna, je preto tazké urcit, ¢i po¢as HTS nastala zmena, alebo ¢i prasok
rekrystalizoval do podobnej struktury. U kalcinovaného prasku naopak nastala vyrazna zmena
morfologie.

Pévodny HAP prasok obsahoval podla
fazovej analyzy iba  HAP, kym
u kalcinovaného prasku bol vyrazny 1 obsah
B-TCP. D& sa preto predpokladat, ze
pritomnost B-TCP umoziiuje morfologické
zmeny. B-TCP je rozpustnejsi ako HAP a vo
vodnom prostredi B-TCP reaguje na HAP.
Toto sa vyuziva napriklad v hydrolyticke;j

syntéze HAP, kde hra pH podobne dolezita
d Glohu akov hydrotermalnej syntéze. [11]

Mortologia po HTS v oboch pripadoch nesie
pre napodobenie baktericidnej topografie
' dolezité znaky — je zlozenad z podlhovastych
krystalov smerujucich zvacsa von z povrchu.
Podobna topografia fabrikovana v inom
vyskume imitujucom baktericidnu topografiu
1 kridiel cikad pomocou termalnej oxidacie
titanovej zliatiny vykazovala baktericidne
vlastnosti [23].

Obrazok 6.2: Porovnanie mikroStruktiry
kalcinovaného prdsku po HIS (a) a
baktericidnej mikroStruktury termdine
oxidovanej titdnovej zliatiny (b)

Porovnanie morfologie kalcinovaného prasku
po HTS aucinnej baktericidnej topografie
vytvorenej Sjostrom et al. je na obrazku 6.2.
Prvky topografie oxidovanej titanovej zliatiny maju dizku priblizne 1 um a priemer priblizne
0,1 pm. Krystaly na povrchu kalcinovaného pragku maju dizku radovo 0,3 pm a priemer radovo
0,08 pm. Odlina dizka zapri¢ini vyrazny rozdiel v pomeru dizky a priemeru: okolo 12 pre
oxidovanu titdnovu zliatinu v porovnani s priblizne 4 pre kalcinovany prasok. Bolo ale
dokazané, 7e u¢inna baktericidna topografia ma pomer dizky a priemeru 3 [18]. V pripade, Ze
prvky topografie tito hodnotu presiahnu, sa zda byt rozhodujtcej§im faktorom priemer prvkov,
ktory je u kalcinovaného prasku po HTS a oxidovanej titanovej zliatiny podobny.

Rozpustnost’ praskov vapenatych fosforeCnanov a ich tepelné spracovanie v hydrotermalnych
podmienkach by bolo vhodné vbudicom vyskume preskimat viac pre kompletnejSie
pochopenie zmien, ktoré nastavaju pocas HTS.
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6.3 Tepelné spracovanie hutnych vzoriek

Pomocou HTS bola menena morfologia povrchu zakladnych vzoriek. Snaha bola vytvorit
povrch, ktory by obsahoval baktericidne topografické prvky. Hlavné faktory, ktoré
ovplyviiovali vzniknuti morfologiu su: relativna hustota zakladnej vzory, fazové zlozenie
zékladnej vzorky — z toho hlavne obsah p-TCP, pH roztoku a dizka HTS. Pridanie CaCO3 malo
nepriamy vplyv na morfologiu vdaka vplyvu na obsah B-TCP. Ddlezitym faktorom
ovplyviiujacim vyslednit morfoldgiu by mala byt aj teplota HTS. V tejto bakalarskej praci bola
pouzita teplota HTS konsStantna aby mohol byt sledovany vplyv ostatnych faktorov. Vplyv
teploty by mohol byt upresneny v d’alSom vyskume.

6.3.1 Vplyv relativnej hustoty

Relativna hustota mala vplyv na fazové zlozenie vzoriek a na morfologiu po HTS. U vzoriek
U a C bolo pozorované, ze nizsia relativna hustota, resp. vyssia porozita je spojena s vys$Sou
zmenou -TCP na HAP pocas HTS. Vyssia porozita pravdepodobne urychl'uje proces premeny
B-TCP kvoli zvyseniu plochy rozhrania vzorky a roztoku.

Relativna Pribytok HAP pocas Pribytok HAP pocas HTS
Vzorka hustota [%]  HTS (pH 4 a 12 hod) [%] (pH 5,6 a 48 hod) [%]
U 85,0 39 91
C 95,4 22 38

Tabulka 6.1: Vplyv relativiej hustoty na pribytok HAP pocas HTS

Zvysena porozita so sebou nesie nevyhodny vedlajsi ucinok zhorSenych mechanickych
vlastnosti, tie ale nehrajua dolezitt tlohu, ked'ze HAP v pripade implantatov netvori nosnu ¢ast'.
V buducnosti bude na vyhotovenie testov antibakterialnych ucinkov potrebny rovny povrch,
porozita preto nemodze obmedzit’ tuto vlastnost'.

0 r

6.3.2 Vplyv zloZenia

Ako bolo predpokladané v kapitole 6.2
Tepelné spracovanie vzoriek praskov, vyS§si
obsah B-TCP ma pozitivny vplyv na zmenu
morfologie, pretoze B-TCP ma vyssiu
rozpustnost ako HAP (pozri graf 6.1) a B-
TCP pocas HTS reaguje na HAP. Ako prva
tento predpoklad naplnila vzorka S, zlozena
podl'a fazovej analyzy Cisto z B-TCP. Zmena
morfoldgie pocas HTS bola pozorovatelna
na znacnej Casti povrchu. Naopak najnizsi 7t
obsah B-TCP mali vzorky s pridanym
uhlic¢itanom vapenatym, u ktorych nenastala
ziadna vyrazna zmena morfologie.

log H,PO, / HPO >

. . 0 1 2 3 4 5 6 71 8 9
Na povrchu vzoriek S, U a C po HTS sa Casto pH

nachadzali oblasti CiastoCne rozpustenych Graf 6.1: Zavislost rozpustnosti vybranych
povodnych zfn, niekedy s viditelnymi vdpenatych fosforecnanov na pH [21]
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hranicami zfn ako na obrazku 6.3 u vzorky C-6,1. Je to dokazom, ze zmena morfoldgie nastava
rozpustenim B-TCP ajeho reakciou na HAP. Menej stabilny B-TCP sa uvolfiuje zo zfn
a zanechava po sebe dierovi morfologiu. Nasledovne reaguje s vodou za vzniku HAP.
Najjednoduchsi spdsob, ako reakciu zapisat, je:

T
L
5Ca3(POs), + 3H,0 -5 3Cas(PO4);OH + H3PO4 (5.1)

Vznikajuci HAP nukleuje a rastie na povrchu vzorky. Cely proces je ilustracne znazorneny na
obrazku 6.4.

Vedlajsim produktom reakcie je kyselina fosforecna,
pH roztoku by preto malo pocas HTS klesat. Tato
teoria vSak nebola potvrdend aje témou pre
dodato¢ny vyskum.

Uhlicitan vapenaty bol pridany do vzoriek aby
stabilizoval HAP a podporil jeho tvorbu. Z literatary
vieme, ze uhli¢itan vapenaty je jednym z reaktantov
syntézy HAP [11] a ze mimo toho uhli¢itan vapenaty
moze sposobit’ vznik ihlicovitych Struktar [8].
Pridanie uhli¢itanu vapenatého vyrazne zvysilo
obsah HAP po slinovani vdaka jeho stabilizacii,
uhli¢itan vapenaty vSak nemal priaznivy ucinok na
zmenu mikro§truktary pocas HTS. V budicom
vyskume by bolo mozné preskumat vplyv inych
koncentracii uhlic¢itanu vapenatého na zmenu
mikro§truktary.

Obrdzok  6.3: Oblast  ciastocne
rozpusteného zrna na vzorke C-6,1

Obrazok 6.4: Schematické zndzornenie morfologicej zmey pocas HTS
6.3.3 Vplyv pH

pH roztoku hra kl'icovi ulohu v rozpustani vapenatych fosfore¢nanov a ich krystalizacii do
ihlicovitych tvarov. Ako bolo rozoberané v kapitole 3.6 Hydrotermalna syntéza hydroxyapatitu,
pH ma vplyv na tvar a vel'kost kryStalov vznikajucich v roztoku. Zaroveti pri pouziti nizsieho
pH moze byt do istej miery skratena doba tepelného spracovania, prili§ nizke pH vSak moze
sposobit’ uplné rozpustenie vzorky.

Vi&§ina vzoriek bola tepelne spracovana vroztoku spH 4. Dalsie vzorky boli tepelne
spracované v roztoku s pH 5,6 a v destilovanej vode s pH 6,11 kvoli predpokladu, ze vyssie pH
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sposobi krystalizaciu tensich krystalov. Tento 160
predpoklad vyplyval z ¢lanku od Sadat-Shojai g |
et al. [21], v ktorom bol experimentalne zisteny g 60
vplyv parametrov hydrotermalnej syntézy na 33
rozmery éqstic HAP: s kle§ajucim pH sa zvySuje -,
priemer, dlzka a pomer dlzky a priemeru HAP 80
-

200

0

D

A M

¢ J\

56 10
pH

|

Castic.

Ked'ze ma idealny zakladny prvok baktericidne;
topografie priemer 70 nm, vysku 210 nm
a pomer dizky a priemeru 3 [18], bola zvolena 7
hodnota pH 5,6, Co je krajnd hodnota skiimana
v spominanom  ¢lanku o syntéze = HAP.
Zavislosti  rozmerovn HAP  Castic na
hydrotermélnych podmienkach ktoré uvadza
Sadat-Shojai et al. su v grafe 6.2.

L/D

90 200
T

Graf 6.2: Vplyv pH na priemer (4), dizku (B),
Zavislost’ pozdiznosti HAP krystalov na pH je pomer dizky a priemeru (C) a vplyv teploty
viditel'na na sérii vzoriek U. To potvrdzuje, ze na priemer (D), dizku (E), pomer dizky a
vplyv pH je uHTS do istej miery podobny priemeru (F) HAP krystalov ziskanych
syntéze HAP. Na vzorkach C a C-Ca nenastala hydrotermdlnou syntézou [18]

vyrazna zmena morfoldgie v zavislosti na pH.

Na vzorke U-5,6 dodato¢ne vyrastli vynimocne dlhé a tenké krystaly, ktoré sa od krystalov na
ostatnych vzorkach lisia vo viacerych aspektoch. Za prvé pokryvaja len malu Cast’ povrchu,
zvySok povrchu je pokryty kryS§talmi podobnym tym na vzorke U-6,1. Za druhé vyrastaju
z vacSich krystalov, ¢o bolo mimo tejto vzorky pozorovamé len uvzorky S-4. Obycajne
krystaly vyrastaju z povodného zrna. To modze znalit, ze mechanizmus vzniku malych
krystalov na vzorke U-5,6 je iny ako uinych krystalov. Je tiez mozné, ze malé kryStaly na
vzorke U-5,6 su inej fazy ako zvySok povrchu, to sa vSak pre nizke pokrytie povrchu tymito
krystalmi neda zistit pomocou XRD analyzy.

61 nm

63 Jm

500 nm ¥

Obrazok 6.5: Malé krystaly na vzorke U-35,6 so zvyraznenymi vybranymi priemermi
Malé krystaly vzorky U-5,6 maja zo vSetkych najvyssi potencial mat’ antibakterialne ucinky.
Ich pomer dlzky a priemeru je vys$i ako 3 aich priemer pri Spicke sa pohybuje v rozmedzi
priblizne 40—120 nm, zdiel'aju tak zakladné geometrické vlastnosti s baktericidnou topografiou

kridiel cikad. Ich reprodukovatel'nost je vSak otazna. Pre plné vyuzitie tychto malych krystalov
treba v budiicom vyskume zistit, ako nastavit HTS tak, aby pokryli va¢sinu povrchu.
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6.3.4 Vplyv dizky HTS

Ako posledny bol sledovany uginok dizky HTS. Vigsina vzoriek bola tepelne spracovavana 12
hodin, u poslednych troch vzoriek bola dizka HTS 48 hodin. Syntéza HAP hydrotermalnou
metoddou moze trvat’ 24 hodin [20] alebo az 100 hodin [24]. Dlhsia doba HTS bola preto zvolena
pre zistenie jej vplyvu na morfoldgiu.

Predizenim HTS tiez bola skiman4 moznost, Zze malé krystaly najdené u vzorky U-5,6 pri
prediZzeni asu reakcie pokryju va&siu Gast povrchu vzorky. Preto bol pre 48 hodinové HTS
pouzity roztok s pH 5,6, rovnako ako u vzorky U-5,6.

Pouzitie dlh§ieho HTS zvysilo pokrytie povrchu kryS§talmi. Oblasti, kde bol u 12-hodinového
HTS viditel'ny povodny povrch, boli pokryté novymi, mensimi krystalmi. U vzorky U-5,6-48
mali tieto novsie krysStaly podlhovasty charakter, u vzorky C-5,6-48 mali podobny tvar ako
vacsie, starsie krystaly.

U vzorky U-5,6-48 neboli po 48-hodinovom HTS najdené malé krystaly podobné krystalom na
vzorke U-5,6, nemozno ich teda fabrikovat za tychto hydrotermanych podmienok.

U vzorky C-Ca-5,6-48 napriek dlhsej dobe HTS nenastali vyrazné zmeny morfologie. Vplyv
uhlicitanu vapenatého na morfologiu ziskanu pomocou HTS je teda nad’alej otvoreny vyskumu.

Dlhsia doba HTS pri teplote 180 °C apH 5,6 nema pozitivny ucinok pre dosiahnutie
baktericidnej topografie. Perspektivnou oblastou pre vyskum je vplyv kratSej doby HTS na
zmenu morfoldgie.

6.4 Moznosti d’alSiecho vyskumu

Vyskum baktericidnych topografii ziskanych metdédou HTS moze pokracovat viacerymi
smermi. pH je jednym z najdodlezitejSich faktorov ovplyviiujicich morfologiu HTS povrchov,
nepodarilo sa vSak zvolit' také pH, aby vznikla cielova topografia. Vplyv pH je potrebné
sledovat’ po kratsich diskrétnych usekoch. Dal$ou perspektivnou oblastou je sledovanie vplyvu
pH niz§ieho ako 4.

Druhym najdolezitej§im faktorom HTS, ktory v tejto praci nebol skimany, je teplota. Ako je
vidiet' v grafe 6.2, so stipajucou teplotou klesa priemer vznikajucich HAP castic, Co je pre
napodobenie baktericidneho povrchu ziadané. Maximalna pracovna teplota autoklavov
pouzitych v tejto praci je 230°C, ¢o znacne obmedzuje skumanie vplyvu vysSich teplot na HTS.
Ponuka sa preto vyuzitie inych vysokotlakovych nadob.

Nizky objem pouzitych autoklavov je taktiez potencialnou nevyhodou. Koncentracia
reaktantov v roztoku ma tiez vplyv na tvar syntetizovanych HAP castic [21]. Bolo by preto
v buducom vyskume vhodné zistit', ¢i je koncentracia reaktantov dolezita aj u HTS.

Pre dosiahnutie baktericidneho povrchu je potencidlne mozné vyuzit i samotnej syntézy HAP,
kde by hutny substrat vlozeny do roztoku bol podkladom pre nukleaciu HAP. Tato obdoba
hydrotermalneho spracovania by mohla byt potencialne lepSie kontrolovate'na a umoznila by
pokrytie povrchov neobsahujucich vapenaté fosforeCnany, napr. titanové zliatiny [3].

Pre dodatocny vyskum su otvorené aj samotné testy baktericidnosti potencialne baktericidnych
povrchov.
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7 ZAVER

Teoretickd Cast tejto bakalarskej prace zhriiuje poznatky o najpouzivanejsej biokeramike
a o metddach ochrany jej povrchu proti baktériam. Jednou ztychto moznosti je ochrana
pomocou baktericidnej topografie imitujucej kridla cikad. Vel'mi ucinna topografia je zlozena
z pilierov s vySkou 210 nm a priemerom 70 nm [18].

Z reserSe vyplyva, ze baktericidna topografia ma oproti ostatnym typom ochrany dve dolezité
vyhody. Za prvé jej ucinnost nie je zavisla na chemickom zlozeni a za druhé nema negativny
vplyv na l'udské bunky. To znamen4, ze baktericidna topografia moze byt pri spravnej volbe
materidlu suCasne baktericidna aj bioaktivna. Nevyhodou baktericidnej topografie je
technologicka a ekonomicka naro¢nost’ pokrytia velkych povrchov.

Syntézou hydroxyapatitu v hydrotermalnych podmienkach je mozné vytvorit ihlice s rozmermi
podobnymi pilierom baktericidnej topografie. Hydrotermalna metdda je velmi technologicky
jednoducha, jej zna¢nou nevyhodou je vSak narocnost presného ovladania tvaru a rozmerov
vznikajucich Struktar.

V experimentalnej Casti boli hutné hydroxyapatitové vzorky tepelne spracovavané
v hydrotermalnych podmienkach tak, aby ich povrch ¢o najviac napodoboval baktericidnu
topografiu kridiel cikad. Boli pouzité vzorky s odlisSnou relativnou hustotou as odliSnym
obsahom B-trikalciumfosfatu. Hydrotermalne tepelné spracovanie prebiehalo v roztokoch s pH
4 a 5,6 av destilovanej vode s pH 6,11. Doba tepelného spracovania bola 12 hod a 48 hod.

Pocas hydrotermalneho tepelného spracovania povrch niektorych vzoriek rekrystalizoval do
pilierovitej Struktary, o vytvara analdgiu medzi metodou syntézy hydroxyapatitu a metddou
tepelného spracovania vzoriek vapenatych fosfore¢nanov v hydrotermalnych podmienkach.
Pilierovité kry§taly smerovali von z povrchu v ndhodnych smeroch. V inom vyskume [23] bolo
dokazané, ze podobna topografia vytvorena inou metdédou ma antibakterialne ucinky.

Ziadnu vzorku sa nepodarilo z vi&iny pokryt’ topografiou, ktora by mala rozmery radovo sa
zhodujuce s cielovou baktericidnou topografiou. Potencialne baktericidnu topografiu mala na
malej Casti povrchu iba jedna vzorka spracovana v pH 5,6 po dobu 12 hodin.

Hlavnym zistenim tejto bakalarskej prace je, ze vytvorenie prvkov podobnych baktericidne;j
topografii pomocou hydrotermalneho tepelného spracovania je mozné. Dalej bolo zistené, ze
morfologické zmeny na povrchu substratov vapenatych fosforeCnanov su priamo umerné
obsahu B-trikalciumfosfatu, a ze pre vytvorenie povrchovych §truktur s vysokym pomerom
dizky a priemeru je vhodna relativna hustota vzoriek priblizne 85% a pH roztokov 4 a 5,6.

Dalsi vyskum v tejto oblasti by sa mohol zaoberat vplyvom kratsej doby hydrotermalneho
tepelného spracovania, vplyvom odliSnych teplot hydrotermélneho tepelného spracovania
a intenzivnejSiemu sledovaniu vplyvu pH, aby mohla byt vytvorena potencialne baktericidna
morfologia. Taka morfologia by mohla byt nasledovne podrobena testom baktericidnosti.
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Z0OZNAM SKRATIEK

hm.% — Hmotnostné percenta

obj.% — Objemové percenta

mol.% — Molarne percenta

HAP — Hydroxyapatit

B-TCP — B-trikalciumfosfat

a-TCP — a-trikalciumfosfat

ATZ — Alumina-Toughened Zirconia
ZTA - Zirconia-Toughened Alumina

CIP — Cold Isostatic Sress

SEM - Skenovaci Elektronovy Mikroskop
XRD - X-Ray Diffraction Analysis

HTS — Hydrotermalne Tepelné Spracovanie

ICDD - International Center for Diffraction Data
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