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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva vlivem hyaluronanu s riznou molekulovou hmotnosti na
korozni chovani hoicCikové slitiny AZ31 v prostfedi fyziologického roztoku. Pro
elektrochemické testy byly vyuzity metody potenciodynamicka polarizace (PDP) a elektricka
impedancni spektroskopie (EIS). Povrchova a mikroskopicka analyza byla provedena pomoci
rastrovaciho elektronového mikroskopu (SEM) a energiove disperzni spektrometrie (EDS). Pro

charakterizaci korozniho roztoku a povrchu slitiny AZ31 byly vyuzity ponorné testy.
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ABSTRACT

This bachelor’s thesis deals with the influence of hyaluronan with different molecular weight
on the corrosion properties of magnesium alloy AZ31 in the environment of physiological
solution. Potentiodynamic polarization (PDP) and electrical impedance spectroscopy (EIS)
methods were used for electrochemical tests. Surface and microscopic analysis were performed
using scanning electron microscope (SEM) and energy dispersive spectrometry (EDS).
Immersion tests were used to characterize the corrosion solution and the surface of the AZ31

alloy.
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1. UVOD

Hort¢ik je vhodny biodegradabilni biomaterial diky svym mechanickym vlastnostem ale také
diky sve biokompatibilité. Je nezbytnym prvkem, ktery télo potiebuje, aby zistalo zdravé. Plni
razné intracelularni fyziologické funkce, stimuluje rust kosti, zlepSuje bunécnou adhezi

k biomaterialim a snizuje riziko osteopordzy a onemocnéni koronarnich tepen.

Ortopedické implantaty na bazi hoi¢iku jsou zamérné vkladané do téla, aby podpotily zhojeni
poskozenych kosti. Vyhodou je jejich schopnost rozkladu, tim zabranime druhému
chirurgickému zéakroku. Nevyhodou je vysokd korozni rychlost. Ke zpomaleni koroze se

vyuzivaji povlaky na upravu povrchu nebo vhodné legujici prvky.

Bylo zaznamenano, ze hyaluronan méni korozni chovani hoi¢ikovych slitin. Hyaluronan je
jednoduchy opakujici se disacharidovy polymer, ktery patii do skupiny glykosaminoglykant
neboli mukopolysacharidi. Opakujici se sekvence je dokonale homogenni a je stejna ve vSech
tkanich a tekutinach obratlovct, avSak molekulova hmotnost polymeru mize byt rizna. Jeho
struktura je tvofena ze stiidajiciho se PB-D-glukoronatu a N-acetyl-B-D-glukosaminu.
Hyaluronan je v lidském téle zakladni stavebni jednotkou mezibunécné matrix. Urychluje
regeneraci pii hojeni a obnové tkani v akutnich ranach. Ugastni se imunologickych procesi. Je

vhodnym materialem pro rizné kosmetické a 1ékaiské aplikace.

V literatufe neni mnoho poznatkii o ovlivnéni korozni rychlosti hoic¢iku a jeho slitin
hyaluronanem, proto se prace zabyva vlivem hyaluronanu o rizné molekulové hmotnosti na

korozni chovani hoic¢ikové slitiny AZ31 ve fyziologickém roztoku.



2. TEORETICKA CAST
2.1. Hor<¢ik a jeho slitiny

Hoi¢ik (Mg) se fadi mezi nejlehci konstrukéni material. Hojné se vyskytuje v zemské kife,

dale v oceanech a slanych jezerech [1]. Hoi¢ik je dulezitym biogennim prvkem [3].

Prvni primyslova vyroba hoic¢iku byla zaméfena na pyrotechnické a fotografické aplikace a
nastala kolem roku 1862 [2]. V pyrotechnice se hoiCik vyuziva dosud jako energetické palivo,
u fotografickych aplikaci ho 1ze vyuzit jako jednorazovy blesk. V metalurgii slouzi k vyrobé
hotc¢ikovych slitin [3] a jako legujici prvek pro rizné nehoicikové slitiny [1]. Napf. hoicik se

pouziva jako prostiedek k odstranéni siry z oceli [1].

Hot¢ikové slitiny jsou uziteCné lehké konstrukéni materidly diky své nizké hustote,
svaritelnosti. Jejich atraktivita je také zvysena hojnosti hot¢iku v ptirodé [4]. Slitiny jsou dobfe
obrobitelné, tvafet je lze pouze za tepla. Vhodna pfiprava takovych slitin je odlévanim a

opracovavanim [5]. Jsou uzitecné predevs§im v kosmetickém a leteckém primyslu [1].

Zuslechtovani zrn je u€innou metodou ke zlepSeni mechanickych vlastnosti hot¢ikovych slitin
[4]. Pro zlepSeni mechanickych vlastnosti hotciku, byly vyvinuty slitiny, které maji lepsi
pevnost pfi zachovani piednosti Cistého hot¢iku. Tyto slitiny se dnes vyuzivaji v elektronickém
a automobilovém primyslu, na vyrobu sportovnich potieb nebo Sicich stroja. Standardni slitiny

jsou pii zvySenych teplotach malo stabilni [1].

Pti vybéru legujiciho prvku zalezi na pouziti vyrabéné slitiny a na vlastnostech, které chceme.

Zlepseni jedné vlastnosti maze zhorsit vlastnost jinou [1].

Hlinik (Al) se pouziva nejcastéji jako legujici prvek v hot¢iku, tvoti zaklad litych slitin. Slitiny,
které maji vice jako 6 hm. % Al mtzou byt tepelné zpracovany. Hlinik zlepSuje fadu vlastnosti,
napf. pevnost, slévatelnost nebo odolnost viici korozi. Slitiny s hlinikem jsou dobfe slévatelné
[1]. Hlinik v hof¢ikovych slitinach miaze zlepsit korozni odolnost, a to pravdépodobné diky
tvorbé Al,0O3 na povrchu materialu. Na druhou stranu od urcité koncentrace se v hot¢ikovych
slitinach miize objevit intermetalicka faze Mgi7Ali2, ktera mize usnadnit korozi materialu

vytvorenim galvanického ¢lanku [33].

Zinek (Zn) se nej¢astéji pouziva s hlinikem na vyrobu slitiny AZ91 [1]. ZvySuje pevnost slitiny

a snizuje korozi [33].



Kremik (Si) u roztavenych slitin zvySuje tekutost. Za pfitomnosti zeleza snizuje odolnost proti

korozi [1].

Mangan (Mn) se vétSinou pouziva s dalSim prvkem, napt. Al. Vytvafi neskodné slouCeniny,
snizuje rozpustnost zeleza (Fe), zvySuje napéti na mezi kluzu a odolnost proti korozi ve slané

vode [1].

Lithium (Li) snizuje pevnost a hustotu pod hodnotu ¢istého hoiciku, zvySuje taznost. Je

rozpustné pii pokojové teploté [1].
2.1.1. Slitiny AZ

V praxi jsou hojné vyrabéné slitiny oznaované jako AZ, jejichz hlavnimi legujicimi prvky
jsou Al a Zn. Nejstudovanéjsi jsou slitiny AZ31, AZ61, AZ80 a AZ91 [6]. Al je bézné
pouzivany legujici prvek v Mg a jeho koncentrace se v komer¢né pouzivanych Mg—Al slitinach
pohybuje mezi 2 a 9 hm. %. Zvysuje pevnost Mg—Al slitin. Tyto slitiny vykazuji velmi dobrou

slévatelnost [7].

Slitiny AZ se vyznacuji vysokou pevnosti a dobrou taznosti [8]. Rizné vyrobni procesy vSak
vedou k riznym mechanickym vlastnostem. Vlastnosti odlévanych AZ slitin lze zlepsit
kontinualnim srazenim Mgi7Al12 nebo zjemnénim velikosti zrna [6]. Vysoce Cisté verze slitin
AZ vykazuji nejnizsi obsahy zeleza (Fe), niklu (Ni) a médi (Cu) a maji vyrazné zvySenou

odolnost proti vSem typum koroze [8].

Obsah Al v Mg ptimo ovliviiuje rychlost koroze slitin Mg—Al. ZvySeni obsahu Al vede k nizsi
rychlosti koroze. Divodem pro zlepSeni korozni odolnosti je tvorba nerozpustné vrstvy AloO3

namisto Mg(OH), ktery je rozpustny v roztoku chloridu [7].

Diky jejich deformaci jsou AZ slitiny zvlast€ vhodné pro extruzi. I presto, ze jsou levnéjsi,
maji stale dobré vlastnosti, a proto se jejich vyuziti vice preferuje [8]. Pro svou dobrou
biokompatibilitu, biodegradabilitu, vysokou pevnost a vysokou taznost maji Mg slitiny

potencial pro kostni implantaty [25].

Ze skupiny AZ hoicikovych slitin je nejCastéji pouzivana AZ31 a AZ91. Pozornost bude

vénovana AZ31, protoze bude predmétem studia koroznich testt v této praci.



Hot¢ikova slitina AZ31 obsahuje 3 % Al a 1 % Zn [9]. Mikrostruktura této slitiny je tvofena
predevsim polyedrickymi zrny tuhého roztoku. Miizeme ji tak povazovat za homogenni [10].
Diky své nizké hustoté a dobrym mechanickym a plastickym vlastnostem ma tento konstruk¢ni
material znacny potencial pro letecky prumysl [10]. Pro zmiméni koroze slitiny AZ31 byly

vyvinuty specialni povrchové povlaky [12].
2.1.2. Korozni charakteristika

Citlivost Mg vucéi korozi byla dokumentovana jiz od pocatku objeveni kovu. V roce 1831
provedl Bussy prvni korozni experiment na Mg ve venkovnim prostiedi a uvedl, ze ,,Mg se po
vystaveni vlhkému vzduchu pokryje hydroxidem, ale v suchém vzduchu zistava nenapaden®.
V roce 1866 zkoumal korozni chovani Mg ve vodném roztoku Beetz, ktery poznamenal, ze Mg
vykazuje vyvoj vodiku (HE) béhem anodické polarizace, prvni zminka o tzv. negativnim

rozdilovém efektu (NDE), ktery je také znamy jako anodicky HE [33].

Vlastni reaktivita Mg je vysoka, takze Mg ma ve vodnych roztocich vysokou tendenci ke korozi
[36]. Korozni rychlost hotcikovych slitin stoupa se zvySujici se teplotou. Piitom se neptiznivé
projevuje pfitomnost necistot v materialu. Pouzitelnost zavisi na tom, jak stala je vrstva, ktera

se na jeho povrchu vytvoii reakci s okolnim prostifedim [5].

Vliv prostiedi na korozi ovliviiuje aplikaci Mg slitin. Rychlost koroze je pomalé, napiiklad v
Cisté vode, ale je vyznamna v roztocich chloridd a kyselych roztocich [32]. V alkalickém
prostiedi je mala rozpustnost Mg(OH), pfi¢inou dobré odolnosti hoiéiku vuci korozi.
V kyselém prostredi naopak hot¢ik koroduje velmi rychle, protoze ochranné produkty vznikaji

jen vyjimecné [5].

Koroze Mg a jeho slitin je elektrochemicky proces probihajici ve vodném prostiedi.

Mechanismus je popsan pomoci rovnice (1) [2]:
Mg + 2H20 — Mg(OH): + Hz ey

Reakci mazeme rozepsat do vice rovnic (2)-(4) [2]:

Mg — Mg?* + 2e (anodické reakce) @)
2H>0 + 2e” — H» + 20H" (katodicka reakce) 3)
Mg?* + 20H" <> Mg(OH), (vznik produktu), “)
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Katodicka reakce vytvari H> a soucasné produkuje hydroxidové ionty, které prispivaji k tvorbé

ochranné vrstvy Mg(OH)2. Anodicka reakce vede k rozpousténi hoi¢iku na hofecnaté ionty [2].

Predpoklada se, ze rovnice 2 se sklada z dil¢i reakce, ve které dochazi ke vzniku metastabilniho
Mg*, ktery oxiduje na Mg?*. Produkt elektrochemické reakce mezi Mg a prostiedim je
Mg(OH),, ktery na povrchu hoi¢iku vytvafi pasivacni vrstvu. Tato vrstva ptisobi jako kineticka
bariéra proti pfestupu ionti zroztoku k povrchu kovu. Bohuzel tato pasivacni vrstva je

porovita, a tudiz neposkytuje dostateCnou ochranu hoiciku pred koroznim prostfedim [33].

Pro odolnost hoi¢iku vuci korozi je dilezity obsah necistot [5]. Limity necistot jsou také
zavislé na koncentraci ostatnich legujicich prvkd [36]. Skodlivé je hlavng Zelezo, m&d’ a nikl.
Legovaci prvky samy piili§ neméni korozni chovani slitin ve srovnani s Cistym hotcikem.
Kontakt s kovy na bazi médi, zeleza a niklu nema dobry vliv na stalost hoi¢iku [5]. Piidavek
vapniku (Ca) do slitin na bazi Mg zpusobuje zvySeni jejich pevnosti, tvrdosti a

resorbovatelnosti [32].

Schopnost Mg hotet na vzduchu a rychla oxidace roztaveného Mg na vzduchu spolu se
samozapalnosti Mg prasku jsou dalsi problémy, které ponékud omezuji pouziti a komplikuji

vyrobu Mg slitin — ve slévarnach s vhodnou kontrolou zivotniho prostredi [33].

V roce 2015 byla demonstrovana ultralehka korozivzdorna Mg slitina (Mg-Li), ktera nabizi jak
odolnost proti korozi, tak zpracovatelnost za studena. Dal§im pfikladem je, ze urcité slitiny Mg
v posledni dobé prosly rozsahlymi testy hotlavosti a nyni je 1ze pouzit jako konstrukce sedadel

v komercnich letadlech [33].

Korozivni prostiedi lidského teéla se sklada z 0,14 M roztoku NaCl s malym mnozstvim
anorganickych latek, jako jsou napt. Ca**, PO4* a HCO®. Ke zrychleni koroze obvykle vede
pritomnost chloridovych ionti. FosforeCnany a uhli¢itany zase mohou podporovat tvorbu
ochrannych nebo castecné ochrannych vrstev korozniho produktu. Télesna teplota 37 °C muze
ponekud urychlit korozni reakce oproti pokojové teploté. Teplota ma také vliv na vysrazeni
raznych typt Ca-fosfatl z télesnych tekutin, napf. rozpustnost Ca-fosfatt je zavisla na teploté.
Normalni pH krve je 7,4 diky hlavnimu pufra¢nimu systému CO»/HCO?". Mohou vsak nastat
lokalni odchylky hodnoty pH. Korozni reakce dale mize ovlivnit pfitomnost organickych

slozek, jako jsou biomolekuly, proteiny, buriky nebo bakterie [33].
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Vrstva Mg(OH)2 vytvofena na povrchu slitin hoiciku ztraci v lidském téle svoji ochranou
schopnost vlivem chloridovych iontl v prilehlych tkanich. Jestlize koncentrace chloridu
v daném prostiedi prekroci 30 mmol/l, bude Mg(OH)> reagovat s chloridy za vzniku MgCla,

¢imz se urychli proces koroze viz rovnice (5) [2].
Mg(OH)> + 2CI" — MgCl» + 20H (5)

Tvorba vrstvy MgClz na povrchu implantatu zpusobi pokles korozni odolnosti. Na druhou

stranu, pfitomnost hydroxylovych iontt zvySuje alkalitu [2].

Pro implantaty na bazi Mg je velmi dulezita kontrolovana rychlost koroze. Vysoka rychlost
koroze mize vést k poskozeni okolnich tkani t&la. Uginnost implantatd zavisi na pasivaci a
repasivaci ochranného filmu v ponorném médiu. Dulkova koroze omezuje pouziti
biomedicinskych implantati tim, Zze nepfiznivé ovliviluje jak biokompatibilitu, tak
mechanickou pevnost implantatd. Povrchova charakteristika slitin  pouzivanych v
bioimplantatech ma velky vyznam a ovliviiuje vykon implantatu prostfednictvim interakce
mezi filmem a tkani a mozné migrace kovovych iontl ze zakladniho kovu do okolnich tkani

[29].
2.1.3. In vivo, in vitro

Casné klinické vyzkumy a nedavné studie in vivo a in vitro naznaduji, ze implantaty na bazi
Mg maji dobrou biokompatibilitu. Mohou také stimulovat vznik tvrdého kalousu v mistech
zlomenin. Slitiny hof¢iku maji hustotu 1,7-2,0 g cm?, ktera se blizi hustot& pfirodnich kosti.
Pevnost v tlaku a v tahu jsou mnohem vyssi nez u biodegradovatelnych polymera. Bylo
prokazano, ze anorganické slozky, stejné jako proteiny a aminokyseliny ovliviiuji rychlost
degradace. V disledku toho mohou biomedicinské implantaty na bazi Mg ztratit nezbytnou

mechanickou integritu dfive, nez ma tkan dostatek casu na uplné zahojeni [26].

Bylo provedeno mnoho studii in vitro za ucelem vyhodnoceni degradacnich charakteristik
hot¢iku a pochopeni souvisejiciho mechanismu. Ve srovnani se studiemi in vivo a studiemi na
zvitatech/lidech jsou experimenty in vitro experimentalné méné naro¢né a mohou poskytnout
rychlou a pfiméfenou zpétnou vazbu o ucinnosti. Vysledky se typicky pouzivaji k doplnéni in
vivo a klinickych studii. Presnost vysledku ziskanych ze studii in vitro vSak zavisi na riiznych
experimentalnich faktorech a byly pozorovany jak pozitivni, tak negativni korelace [26]. Mezi

bézné€ vyuzivané roztoky patii 0,9% NaCl, Hankiv roztok, Ringeriv roztok, simulovana
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télesna tekutina apod., z nichz nejjednodussi je 0,9% NaCl. Jeho vyhodou je, ze obsahuje pouze
chloridy, které se bézné vyskytuji v télesnych tekutinach, coz umoziuje sledovat ptimy vliv
chloridi a piipadné dalSich slozek (napf. organickych latek jako jsou aminokyseliny, glukosa,

hyaluronan) [33].
2.2.Vyuziti Mg materialu pro medicinské aplikace

Biologicky odbouratelny kov pro biomedicinské aplikace 1ze rozdélit do tif podskupin: zelezo

(Fe), zinek (Zn) a hotcik (Mg) a jejich slitiny [12].

Fe ma diky nejvyssi mechanické pevnosti a modulu pruznosti vlastnosti podobné tradi¢nim
permanentnim kovovym bio materialim vyrobenym z nerezové oceli. Proto mize implantace
ortopedickych implantati na bazi Fe vyvolat negativni efekty v dasledku rozdilnych
elastickych modulli. Fe se na rozdil od permanentnich implantati ¢asem degraduje, jeho
degradacni proces je znacné pomaly a pusobi tedy stejn€ jako u permanentnich implantati. K
urychleni degradace tohoto kovu se do ¢istého Fe obvykle pfidava malé mnozstvi manganu

(Mn) [12].

Zn ma témér idealni odolnost proti korozi diky pasivaci degrada¢nimi produkty. Implantaty
vyrobené z Cistého Zn nemusi byt vhodné pro vétsinu Iékatskych aplikaci, protoze maji §patnou

plasticitu a nizkou pevnost [12].

Mg je nejvhodngj$i jako biodegradabilni biomaterial nejen pro své mechanické vlastnosti
podobné vlastnostem kosti, ale také diky jeho biokompatibilité. Mg je nezbytnou zivinou,
kterou télo potiebuje, aby zistalo zdravé. Plni rizné intracelularni fyziologické funkce,
stimuluje rust kosti, zlepSuje bunécnou adhezi k biomaterialim a snizuje riziko osteoporozy a

onemocnéni koronarnich tepen [12].

Hort¢ik a jeho slitiny maji vysokou mérnou pevnost a modul, ktery je srovnatelny s modulem
lidské kosti. Hoi¢ik je v lidském téle hojné zastoupeny a degradacni produkty nejsou toxické
pro okolni tkan. Na druhou stranu, Mg patii mezi nejreaktivnéjsi kovy, a proto je nachylny

k rychlému rozpousténi, zeyména ve vodnych roztocich, coz jeho vyuziti limituje [3].

Ve vodném prostiedi vede degradace Mg k tvorbé Mg(OH)2 a plynného vodiku. V aplikacich
rozlozitelnych implantati mize vysoka rychlost degradace Cistého Mg vést k predCasné ztraté

mechanické integrity implantatu a k nadmérnému vyvoji vodiku, ktery maze zpomalit rust
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tkané tak, ze pasobi jako bariéra. Aby se toto vyfesilo, byly zkoumany slitiny Mg obsahujici
hlinik (Al), zinek (Zn), yttrium (Y) a cer (Ce). Tyto prvky mohou zvySsit odolnost Mg vici
korozi a zlepsit mechanické vlastnosti, ale mohou byt pro lidské t€lo §kodlivé. Vapnik (Ca) a
stroncium (Sr) podporuji jemnost zrna, ¢imz zlepSuji mechanické vlastnosti ¢istého Mg. Ca a
Sr jsou tedy atraktivni legovaci prvky pro slitiny na bazi Mg, které lze pouzit k vyrobé
biologicky odbouratelnych implantatt [3].

2.2.1. Ortopedické implantaty na bazi hor¢iku

Ortopedické implantaty jsou biomaterialy, které jsou zamérné vlozené do téla, aby zajistily

bud’ trvalé nahrazeni kosti, nebo podpoftily zhojeni poskozenych kosti [13].

Pokud fixacni ortopedické implantaty (napf. Srouby, dlahy) jsou vyrobeny z inertni nerezové
oceli, slitiny kobalt-chrom (Co-Cr, pfipadné titanu (Ti) nebo jeho slitiny), musi byt po zhojeni
tkané z téla odstranéné. Trebaze maji uspokojivou biokompatibilitu, vysokou odolnost proti
opotfebeni a pfiméfenou mechanickou pevnost, Casem mohou vyvolat zanétlivou reakci v téle,
pfipadné uvolfiovat nezadouci ionty [14]. Ztohoto divodu je nutné prikrocit k
operacnimu odstranéni implantatd. Navic tyto kovy také ovliviiuji diagnostickou presnost
rentgenovych snimkd (RTG) a snimka pocitacové tomografie (CT) [14]. Aby se témto
nevyhodam zabranilo, jsou zkoumany biologicky odbouratelné kovy jako alternativni

materialy. Mezi biologicky odbouratelné kovy patii prave hoicik a jeho slitiny [13].

V prvni poloviné minulého stoleti byly do ortopedické a urazové chirurgie zavedeny
rozlozitelné kovové implantaty ze slitin hot¢iku. V roce 1945 zaznamenal Znamenskii prvni
dva pozitivni vysledky hojeni zlomené kosti. Pouzil slitinu Mg s 10 % Al a 6 mésica po

kostnim $tépu nebyly implantaty v oblasti zlomeniny detekovany [2].

Mg je biologicky odbouratelny kov s dobrou biokompatibilitou a zadoucim Youngovym
modulem blizkym modulu pfirozené lidské kosti, a proto je §iroce prijiman jako ortopedicky
vhodny ortopedicky biomaterial s potencialnim vyuzitim v praxi. Biodegradace hotcikovych
implantatd je doprovazena uvolnénim hofeCnatych iontt, které mohou podpofit kostni
regeneraci. Ortopedické implantaty na bazi Mg, které maji pfiznivé u¢inky na tvorbu novych
krevnich cév a kostni tkan€ mohou poskytovat vyraznou vyhodu oproti kovovym implantatim

pro 1écbu naro¢nych kostnich poruch [14].
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Hoic¢ikové biomateridly a jejich slitiny jsou urCeny jako doCasné implantaty, které se v
biologickém prostiedi (in vivo) zcela degraduji, jsou nahrazovany noveé vytvorenou kosti, cimz
odpada nutnost chirurgickému odstranéni implantatu [2]. AvsSak jejich rychla degradace ve
fyziologickém prostiedi muze zpusobit toxicitu okolni tkané a tvorbu zanétu kvili lokalni

alkalizaci a akumulaci velkého mnozstvi vodiku [13].

Rychly proces koroze zpusobuje predevsim ztratu mechanickych vlastnosti implantatu. To
muze mit zasadni dopad na zdravi pacientli. Proto je nutné zlepsit korozni odolnost Mg slitin.
Pro omezeni té€chto procest bylo navrzeno né€kolik feSeni, jako je zlepSeni kvality povrchu s
odpovidajicim snizenim drsnosti, Uprava povrchu implantatu plazmou, legovani a pouziti
novych aditiv nebo novych sloucenin, pokryti povrchti implantatd a pouziti technologie, které
umoziuji Upravu mikrostruktury materialu. Bylo zjisténo, ze zahrnuti legujicich prvki, jako
jsou Al, Mn, Ca, Zn a prvkl vzacnych zemin, zlepSuje korozni odolnost Mg slitin a povrchova
modifikace je slibnym pfistupem ke zlepSeni vykonu biomaterialti na bazi Mg pro ortopedické

aplikace [2].

Povrchové tupravy slouzi ke zlepSeni odolnosti vici korozi a biokompatibility hotcikovych
slitin. Krome zvySeni korozni odolnosti Mg slitiny hraje biokompatibilita Mg slitin dulezitou

roli v biologické piijatelnosti implantatu [13].

V soucasné dobé jiz existuje komeréné dostupna slitina MAGNEZIX pro Iékarské ucely. Je to
prvni slitina hot¢iku na svété pro biotransformovatelné implantaty, kterd ziskala oficialni
schvaleni. Implantaty Magnezix podporuji rast kosti a jsou transformovany do normalni kostni
tkané. Vlastnosti kosti zabrariuji smr§t'ovani kosti béhem obdobi imobilizace. Pti pouziti tohoto
implantatu odpada nutnost druhé operace, v téle nezlstava zadny cizi material, jsou
vstiebavany télem. Ma velmi dobrou biokompatibilitu a toleranci, doposud nebyly hlaSeny

zadné pripady alergickych reakci [34].
2.2.2. Koronarni implantaty na bazi hor¢iku

Idealni koronarni stent by mél zajistit akutni prichodnost tepny a akutni zvétSeni lumen. Nemél
by byt pfitomny déle jak 6 mésicti po implantaci a tim minimalizovat riziko pozdni trombozy
ve stentu. M¢l by splilovat mimo jiné tyto vlastnosti: nizky profil, snadnost zavedeni, kontrastni
k rontgenovu zafeni a radidlni sila. Tyto vlastnosti by mél spliiovat koronarni stent vyrobeny

z biodegradabilniho materialu [37].
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Nejdéle zkoumanym vstiebatelnym prvkem je hoic¢ik [38]. HoiCikové stenty vyrobené z jeho
slitiny spoleCnosti Biotronik byly v jedné studii pouzity u 63 nemocnych. Bylo implantovano
71 stentt a vysledky odpovidaly béznym kovovy stentim. Dalsi sledovani pfineslo zklamani.
Bylo zjisténo, ze stenty diky biokorozi brzy ztracely radialni silu a k resorpci doslo jiz po 2
mesicich od implantace. V soucasnosti probihaji studie se stenty na bazi hoiciku s novym

designem [37].

I pfes malé mnozstvi pozitivnich zkuSenosti vyvoj pokra¢oval. Zacalo prvni klinické testovani
lékového stentu z hoicikové slitiny a testovani salicylatového stentu RVA s upravenym

polymerem a uvoliiovanim sirolimu [37].

Prvni stent AMS na bazi hoiCiku se vstiebaval pfili§ rychle, proto doslo k pfidani prvka
vzacnych zemin. Takto vytvorena slitina se vstfebavala 9-12 mésica. Zesilenim vzpér stentu
na 150 pum a pouzitim sirolimu ve vstfebatelném polymeru vznikl stent DREAMS 2.0.
Vlastnosti jiného, komercné dostupného stentu pod nazvem MAGMARIS je elektronegativita
jeho povrchu a s ni spojena rezistence vaci tvorbé trombu. Tento hoi¢ikovy stent je znam

nulovym vyskytem trombodzy [38].
2.3.Hyaluronan

2.3.1. Charakteristika hyaluronanu

Hyaluronan (HY) je jednoduchy opakujici se disacharidovy polymer, ktery patii do skupiny
glykosaminoglykanti neboli mukopolysachyridi. Pfirozené je syntetizovany na bunééném
povrchu integralnimi membranovymi hyaluronan syntézami, tedy enzymy, z nichz obratlovci
maji ti typy. Opakujici se sekvence je dokonale homogenni a je stejna ve vSech tkanich a
tekutinach obratlovcd, avSak molekulova hmotnost polymeru mize byt rizna. Nejcastéji je
hyaluronan syntetizovan jako vysokomolekularni polymer s primérnou molekulovou
hmotnosti ptiblizn¢ 1000—8000 kDa. Ma jednoduchou kovalentni strukturu, ktera je slozena ze

stfidajiciho se B-D-glukoronatu a N-acetyl-f-D-glukosaminu [15].

HY se rozpousti ve vode za vzniku viskoelastického roztoku — se zvySujici se koncentraci a
délkou fetézce se zvySuje viskozita roztoku [16]. Pfi smykovém namahani vSak viskozita
rychle klesa, jeho elasticita je zachovana. Diky této vlastnosti je HY idealni jako biologické

mazivo [17].
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HY vytvafi na bunééném povrchu ochranny obal, ktery je pfipoutan k receptorim ulozenym v
bunécné membrané. Snadno degraduje vlivem reaktivni formy kysliku a dusiku. To muze

behem zanétu oslabit ochranny HY povlak, ktery chrani buriku [15].

HY je v lidském téle zakladni stavebni jednotkou mezibunécné matrix. Télo o hmotnosti 70 kg
obsahuje priblizné 15 g této latky, kde je neustale obnovovana. Urychluje regeneraci pti hojeni
a obnové tkani v akutnich ranach. Ugastni se imunologickych procest. M4 schopnost na sebe
vazat vodu. To vede k dostate¢né hydrataci tkan€. Pro nove vzniklé butiky vytvaii s dalsSimi

molekulami opérnou sit’ a podili se na udrzovani stalosti prostredi [18].

Koncentrace hyaluronanu v lidské synovialni tekutin€é v kloubech je 2-3 g/l. Primérna
molekulova hmotnost hyaluronanu v synovialni tekuting je asi 6000—70 000 kDa. Polysacharid
je také ptitomen ve sklivci oka (asi 200 mg/l) a v krevnim séru (0,01-0,1 mg/l). Distribuce
molekulové hmotnosti hyaluronanu v krevnim séru je prevazné v rozmezi 100-300 kDa. Z toho
vyplyva, ze implantat umistény v téle se mize dostat do kontaktu s hyaluronanem a mohou se

vzajemné ovliviiovat [15].

Hyaluronan je atraktivnim materialem pro riizné kosmetické a 1ékatské aplikace a pramyslove
se vyrabi prevazné biotechnologickymi procesy [19]. Diky své vynikajici viskoelastické
vlastnosti je hojné vyuzivan v o¢ni chirurgii, v plastické chirurgii jako vyplil vréasek, pfi terapii
mocove inkontinence, pii osteoartroze, endoskopickych operacich k prevenci jizveni, v o€nich
¢i nosnich kapkach [18]. Pusobi také jako lapac¢ Skodlivych volnych radikald a dalSich
chemickych latek [15].
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Obrdzek 1: Struktura kyseliny hyaluronové [20]

2.3.2. Chovani hyaluronanu v roztoku

Ve fyziologickém roztoku zavisi chovani molekul hyaluronanu na vzijemné interakci
biopolymeru s rozpoustédlem, vnitinich vodikovych vazbach a na chemické strukture [21].

Vlastnosti HY zavisi také na koncentraci a molekulové hmotnosti [19].

Ve vodnych roztocich zaujima HY voln€ stoCenou Sroubovici, ktera muze byt stabilizovana
dynamickym vytvafenim a narusenim intramolekularnich vodikovych vazeb paralelné s osou
retézce. Tato konfigurace v kombinaci s jeji vysokou molekulovou hmotnosti a Cetnymi
vzajemné se odpuzujicimi aniontovymi skupinami umoziuje HY piijmout rozsifenou strukturu
nadhodného klubka. HY Sroubovice mohou mit polomé&r otaceni 300 nm, které 1ze diky jejich
rychlym pohybtim efektivné popsat jako vysoce hydratované koule. Tyto hydratované koule
zaujimaji objemy 1 000krat vétsi nez objemy, které zaujimaji samotné polymery.

Hydrodynamicky objem Sroubovic se s molekulovou hmotnosti zvySuje [22].

Podle Yamaguchiho a Yanakiho jsou molekuly biopolymeru s molekulovou hmotnosti nizsi
nez 350 kDa dispergovany v roztoku. Pfi molekulové hmotnosti mezi 350-1000 kDa je
detekovan vyskyt slabého propleteni polymernich fetézci. Mezi molekulovou hmotnosti
1000-1600 kDa polymerni sit zesiluje. S molekulovou hmotnosti vyssi nez 1600 kDa jsou
fetézce hyaluronanu zapleteny do trojrozmémé polymerni sité [35]. HY tvoii volné

propletenou trojrozmérnou sit’ vzajemneé se prostupujicich, ale nezesiténych prvka. Tato sit je
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vysoce viskoelasticka diky vzajemnému makromolekularnimu shlukovani, které zptisobuje, ze

efektivni koncentrace je mnohem vys$i nez skute¢na koncentrace [22].

Retézce kyseliny hyaluronové tvoii tepelnd nestabilni sité propojené vodikovymi vazbami,
které zahrnuji polarni postranni skupiny a molekuly vody. V pevném stavu byla difrakce
rentgenovych vlaken pouzita na hyaluronat v tadé riznych kationtovych prostiedi.
LevotoCivé 4nasobné helixy byly nalezeny v piitomnosti sodikovych a draselnych iontd,

levotocivé 3nasobné helixy v pfitomnosti vapenatych ionta [23].

Spousta polysacharidi obsahuje donorové skupiny elektronovych part, které vazou kovové
ionty nebo protony vyrazné silnéji, nez se oCekavalo na zaklade jejich zasaditosti nebo afinity

k iontam kovu [23].

Toto chovani je ziejmé pii srovnani komplexnich rovnovah tfasového nebo bakteridlniho
alginatu a jejich fragmenti riznych velikosti. Alginat ma silnou afinitu k vapniku. Vazba
vapenatych iontd v alginatovém roztoku je doprovazena vyraznym zvySenim viskozity. To
souvisi s tvorbou chelatovych komplexti doprovazenych zvysSujicim se stupném zesitovani

mezi nebo uvniti polymernich fetézca [24].

Na obrazku 2 je znazornéna struktura chelatového komplexu hyaluronanu, ktery je vytvofeny
mezi dvojmocnym kationtem Me?* a dvéma disacharidovymi jednotkami. Oba disacharidy
patii do jednoho fetézce a jsou soucasti opakujiciho se bloku. Ten se sklada z péti
disacharidovych jednotek. Kovovy iont interaguje se Sesti atomy kysliku. Tyto atomy patii
dvéma N-acetylovym skupinam a dvéma karboxylatovym skupinam protilehlych useku fetézce
[24].
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Obrazek 2: Struktura chelatového komplexu [24]

Hyaluronatové fetézce vazou riizné bivalentni kationty jako je Ca®*, Mg?*, Mn?*, Fe?*, Cu**,
Zn*, Cd** a Pb?** pti pH 6 ve vodnych roztocich. Byl stanoven molarni vztah mezi bivalentnimi
kationty a disacharidovymi jednotkami vysledného komplexu. Vztah mezi bivalentnimi
kationty a disacharidovymi jednotkami komplexu je takovy, ze jeden bivalentni kationt je
vazan zhruba péti disacharidovymi jednotkami. Ionty tézkych kovili jako Pb** a Cd** se vazou

na hyaluronatovy fetézec siln&ji nez Mg** a Ca>* [24].
2.4.Hyaluronan a jeho dopad na korozi kovia

Kyselina hyaluronova (HA) je pfitomna v synovialnich kloubech, kde diky své vysoké
viskozité prispiva k lubrikaci protilehlych kloubnich ploch. Jako dulezita slozka synovialni
tekutiny byla HA pfidana do modelovych lubrikanti v koroznich studiich s artikulaénimi
materidly pouzivanymi pii kloubnich nahradach. Z klinického hlediska byly roztoky HA
injikovany pacientim do kolennich kloubt za ulelem zvySeni lubrikace a tim zmirnéni

osteoartrozy [27].

Jsou zkoumany implantaty z riznych druhd materiala, aby byla zajisténa vynikajici odolnost
proti korozi, odolnost proti opotiebeni, biokompatibilita a snadné obrabéni. Drsnost povrchu
hraje zasadni roli v koroznim chovani. Se zvySenim drsnosti povrchu se odolnost proti korozi

snizovala, jak bylo ukazano v ptipadé nerezové oceli. U hoicikové slitiny AE44 rychlost
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koroze klesala se zvySujici se drsnosti povrchu slitiny. Bylo zjisténo, ze obecné a lokalizované

korozni chovéni zavisi na jejich pasivacnich charakteristikach [28].

Slitiny CoCrMo maji vynikajici mechanické a korozni vlastnosti. Jejich korozni odolnost v
télnich tekutinach zavisi na pfitomnosti ochranného povrchového oxidového filmu. Ptesto je
pouziti CoCrMo jako implantatové slitiny spojeno s uvoliiovanim tlomka opotiebeni a koroze,
které souvisely s klinickymi problémy, jako je precitlivélost na kovy, neptiznivé lokalni
tkanové reakce, a nakonec selhani implantatu. Pfidani HA do sérového fyziologického roztoku
ukézalo maly vliv na korozni chovéani slitiny CoCrMo - mirné se snizuje odolnost proti korozi.
[27]. Bylo pozorovano, ze se zvySenim koncentrace HA dochazelo k vy§simu rozpousténi kovu
v roztoku. Se zvySenim koncentrace HA dochazi ke zpomaleni tvorby filmu, coz zptsobuje
vysoké rozpousténi kovu. Rychlost koroze u obrobenych vzorku slitiny CoCrMo klesala s
rostouci drsnosti povrchu. Bylo to kviili adhezni vlastnosti HA, ktera pokryva povrch. To vede

ke snizeni rozpousténi kovu pfi vyS§si drsnosti povrchu. [28].

Implantaty maji tendenci ke korozi, kterou lze minimalizovat vytvorenim pasivni vrstvy na
povrchu. Pro implantaty je velmi dilezita pfijatelna uroven koroze. Vysoka rychlost koroze
muize vést k poskozeni okolnich tkani téla. Uginnost implantatii zavisi na pasivaci a repasivaci
ochranného filmu pod imerznim médiem. Odolnost pasivniho filmu proti korozi je vysoka,
avsak pasivni film je vysoce nachylny k dilkové korozi v pfitomnosti halogenida. Dilkova

koroze nepfiznivé ovliviiuje jak biokompatibilitu, tak mechanickou pevnost implantatt [29].
2.4.1. Dopad hyaluronanu na korozi Mg a jeho slitin

Vzhledem k aktivnim chemickym vlastnostem Mg muze jeho rychla koroze vést k uvolnéni
vodiku, lokalni alkalizaci a snizeni mechanickych vlastnosti, coz miize omezit klinické pouziti

implantatt na bazi hoicikové slitiny [30].

Uprava povrchového povlaku je povazovana za strategii pro fizeni rychlosti koroze slitiny
hoi¢iku. Soucasny vyzkum povrchovych povlaki Mg slitin se zaméfuje predev§im na
plazmaticky pfipravené povlaky, chemické konverzni povlaky, polymerni povlaky a jejich

kompozitni povlaky [30].

Doposud nebyla publikovana zadna prace, kterd by posoudila vliv hyaluronanu na korozi

hot¢iku a jeho slitin. Nicméng, v poslednich letech bylo vydano nékolik praci, které vyuzivaji
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hyaluronan k modifikacim povlakii na hot¢ikovych slitinach za ucelem zvyseni korozni

odolnosti a poskytnuti biologickych funkci v t€lnim prostiedi.

Vjedné studii byl na slitiné AZ31 Mg pfipraven kompozitni povlak polydopamin
(PDA)/kyselina hyaluronova (HA) pro aplikaci kostniho implantatu. Vnitini PDA vrstva
pusobi nejen jako korozné pasivacni vrstva, ale také poskytuje kotvici vrstvu pro imobilizaci
vrstvy kyseliny hyaluronové. Korozni chovéni in vitro bylo studovano v roztoku simulujici
synovialni tekutinu (SST). Hofcikova slitina AZ31 potazena PDA/HA prokazala velkou
odolnost proti korozi a podporovala tvorbu fosforeCnanu vapenatého v SST. Také dle testu

MTT vyrazné zlepsila svoji cytokompatibilitu [30].

V dalsi studii se dozvidame o rozdilech mezi nizkomolekularni a vysokomolekuléarni kyselinou
hyaluronovou. Obecné nejrozsiren€jsi formou HA v normalni tkéani je vysokomolekularni.
Béhem patologickych stavii podléha HA bud’ hyaluronidazou zprostiedkované degradaci nebo

oxidativni hydrolyze za vzniku nizkomolekularni HA [31].

Nizkomolekularni HA stimuluje béhem poskozeni tkané bunéfnou motilitu a proliferaci,
pficemz vykazuje prozanétlivé reakce. Dale bylo prokazano, ze vysokomolekularni HA dokéaze
zlepsit diferenciaci a zlepSit nebo wudrzet komunikaci burika-burika. Pfesna role
vysokomolekularni HA béhem hojeni tkani vSak nebyla presvédCivé posouzena. Na zaklade
predchozich studii se predpoklada, ze hraje dulezitou roli béhem pozdéjsich fazi kostni
remodelace zvySenim diferenciace osteoprogenitorovych bunék nebo bunék osteoblastové

linie, ¢imz napomaha k dosazeni pavodniho biologického stavu tkané [31].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pouzity material a roztoky
3.1.1. Material a jeho priprava

V této praci byla pouzita hoicikova slitina AZ31. Jeji sloZeni bylo stanoveno pomoci optické

spektroskopie s doutnavym vybojem (GDOES), které je uvedeno v tabulce 1.

Tabulka 1: Chemické sloZeni horcikové slitiny AZ31

chemické slozeni [hm. %]

Al 7Zn Mn Si Fe Sn
3,6 1,34 0,28 0,03 0,002 0,01

Tato slitina byla nafezana na vzorky o rozmérech 20 x 20 x 5 mm. Tyto vzorky byly brouseny
pomoci SiC papird ¢. 800 a 1200. Nasledné byly oplachnuty destilovanou vodou,

isopropanolem a vysuSeny vzduchem.
3.1.2. Roztoky a jejich priprava

Meéfeni experimenti bylo provedeno v roztocich simulované synovialni tekutiny (SST).
K témto roztokim byl nasledné pfidan hyaluronan s nizkou nebo vysokou molekulovou

hmotnosti o riznych koncentracich.
3.2. Pouzité pristroje a metody
3.2.1. Potenciodynamicka polarizace (PDP)

Meéfeni bylo provedeno v roztocich 0 g/1, 0,1 g/1, 0,75 g/1, 1,5 g/l a 3 g/1 pii udrzované teplote
37 °C (simulace lidského téla). Piipraveny vzorek slitiny AZ31 byl umistén do korozni cely.
Do korozni cely byla pfipojena referencni elektroda (nasycend kalomelova elektroda) a
pomocna elektroda (platinova mfizka). Nasledné byly ptipravené roztoky (150 ml) zahtaté na
teplotu 37 °C nality do korozni cely. Klidového potencialu bylo dosazeno po 60 min. Poté
nasledovalo samotné potenciodynamické meéfeni. Méfeni bylo provedeno s rychlosti ImV/s
v rozsahu -0,2 mV az +0,4 mV od ustaleni potencidlu. Vysledky byly vyneseny do grafu

ZéVlSlOStl lOg icorr :f(Ecorr).
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3.2.2. Elektrochemicka impedan¢ni spektroskopie (EIS)

EIS metoda byla provedena na pfistroji VSP-300. Pfipraveny vzorek slitiny AZ31 byl umistén
do dvouplastové korozni cely. Do korozni cely byla vnotena referencni elektroda (nasycena
kalomelova elektroda) a pomocna elektroda (platinova miizka). Nasledné byly pfipravené
roztoky (300 ml) nality do korozni cely. Frekven¢ni rozsah byl zvoleny od 100 kHz do 10 mHz
s amplitudou 10 mV. Data byla méfena v ¢ase 1 h,2h,4h,8h, 16 h, 24 h, 48 h, 96 ha 168 h

od ponoreni.
3.2.3. Ponorné testy

Ponorné testy byly provedeny v koroznich celach pro roztoky tfi frakci hyaluronanu o
koncentraci 0,1 g/l v 0,15 M NaCl a 0,15 M NaCl pfi teploté¢ 37 °C v riznych Casovych
intervalech. Vystavena plocha slitiny byla pfiblizn& 1 cm?. V &asech 10 min, 30 min, 1 h, 2 h,
4h,8h,24h,48 h, 120 h, 144 h a 168h byla zméfena konduktivita a pH. Po ukonceni ponorové
zkousky byl povrch slitiny AZ31 charakterizovany.

3.2.4. Charakterizace povrchu SEM-EDS

Mikroskopicka a prvkova analyza byla provedena za G¢elem analyzy povrchu a urceni slozeni
koroznich produktd vzorku. Pro tento ucel byl vyuzity elektronovy rastrovaci mikroskop
ZEISS EVO LS10 a EDS analyza s vyuzitim softwaru AZtec. Vzorky byly pred analyzou
pozlaceny z diivodu nevodivosti koroznich produkti. Kalibrace pro prvkovou analyzu byla

provedena na monokrystal kiemiku.
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4. VYSLEDKY

4.1.Potenciodynamicka polarizace

Pomoci potenciodynamické polarizace byly ziskdny hodnoty korozniho potencialu Exor a

korozni proudové rychlosti ix.r pro slitinu AZ31, které jsou shrnuté v tabulce 2. Ze ziskanych

udaju je mozné urcit korozni odolnost materialu. Obecné plati, ze ¢im kladnéjsi je hodnota

Ecorr, tim niZz8i je tendence ke korozi a ¢im vySsi je ixor, tim vyssi je rychlost koroze.

Tabulka 2: Slitina AZ31 s riiznymi molekulovymi hmotmostmi HY a s riiznymi koncentracemi

Mw[kDa] 8-70 80-130 1500-1750
cay [g/] | ixor [pA/cm?] Exor[V] ikor [MA/cm?] Eior [V] ikor [MA/cm?]  Exor [V]
0 31,4 -1,46 31,4 -1,46 31,4 - 1,46
0,1 17,6 -1,44 32,8 -1,46 33,3 -1,47
0,75 13,3 -1,44 10,2 -1,44 33,0 -1,44
1,5 26,8 -1,48 39,0 -1,47 6,6 -1,41
3 - - 30,3 -1,46 1,4 -1,42

Obrazek ¢.3, zobrazujici polarizacni kiivky pro frakci 8-70 kDa, naznacuje, ze spiSe doslo ke

zhorSeni korozni odolnosti AZ31 v porovnani s 0,15 M NaCl. Poukazuje na to pozice kiivek

obdrzené pro roztoky obsahujici HY, nebot zvlasté anodické Casti kiivek jsou vyse situované,

nez ta pro 0,15 M NaCl. Proti tomu vSak jdou obdrzené parametry ix.r. AvSak hodnoty ziskané

fitovanim kiivek pro Mg materialy je potfeba brat s nadhledem, nebot’ napt. anodické vétve

kiivek neni mozné prolozit pfimkou tak, aby byla splnéna zakladni podminka Tafelovy

analyzy. ZvySeni korozni rychlosti miize byt vysvétlené vytvorenim stabilnich komplexti mezi

hyaluronanem a hofeCnatymi ionty, které vznikaji béhem koroze. Komplexaci miize dochazet

k ubytku hotfecnatych iontti, ¢cimz mohlo dojit k omezeni tvorby koroznich produkti Mg(OH).,

které mohly pomahat zpomalit korozi.
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Obrazek 3: Zavislost logi na E. pro slitinu AZ31 (M,,=8-70 kDa) o riiznych molekulovych
koncentracich

Obrazek ¢. 4 ukazuje vliv HY s molekulovou velikosti 80—130 kDa (0-1,5 g/1) v 0,15 M NaCl.
Potenciodynamické kiivky naznacuji, Ze rychlost koroze rostla s rostouci koncentraci.
Vyjimkou jsou koncentrace 0,75 g/l a 3 g/l. Zatimco v pfipadé 0,75 g/l se nejspise jedna o
chybu méfeni, v ptipadé 3 g/l se jedna o vysledek, ktery je v souladu s dfivéj§imi méfenimi

(https://www.vut.cz/www_base/zav_prace _soubor_verejne.php?file id=227171).

Hodnoty Exor se méni minimalné jako v predchozim pfipadé mensi frakce HY. ZvySeni
rychlosti koroze muaze byt opét vysvétlené tvorbou komplexu, avSak pii vyssi koncentraci HY
se mohly zalit uplatnovat také vzajemné interakce mezi molekulami HY, které zpisobily
omezeni pohybu iontd a molekul. Zminéna interakce mezi molekulami se projevila
makroskopickym pozorovanim zvySeni viskozity korozniho prostfedi. Omezeni pohybu

zpusobil, ze tvorba Mg(OH) probihala rychleji nez komplexace s molekulami HY.
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Obrazek 4: Zavislost logi na Ey. pro slitinu AZ31 (M,,=80-130 kDa) o riiznych molekulovych
koncentracich

Obrazek €. 5 zobrazuje potenciodynamické kiivky pro frakci HY 1500-1750 kDa (0-3 g/1)
v 0,15 M NaCl. Ktivky 1 hodnoty ixor ukazuji, ze nizsi koncentrace (0,1 a 0,75 g/1) dané frakce
HY mélo minimalni dopad na zménu korozni rychlosti. ZvySeni obsahu HY (1,5 a 3 g/I) vedlo
k jednozna¢nému poklesu rychlosti koroze. Podle tabulky 2 hodnota ixor klesla pétkrat pro
0,75 g/l a tiicetkrat pro 3 g/l HY. Toto chovani v pfitomnosti vysokomolekularni frakce muze
byt vysvétlené vlastnostmi HY. Nizkomolekularni HY se lze charakterizovat jako
dispergované molekuly, kdezto vysokomolekularni HY se vyznacuje tvorbou sit'ové struktury
vzajemnou interakci mezi fetézci molekul, jak bylo vySe popsané v teorii, a tato sitova
struktura nabyva na vyznamu s rostouci koncentraci HY. Zda se, ze potenciodynamicka méteni
v pfitomnosti vysokomolekularniho HY jsou pfedevsim ovlivnéné tvorbou sitové struktury, a
to zvlaste pri vyssi koncentraci, nez vznikem komplexu, které se mohou uplatnit predevsim pii
niz8i koncentraci. S rostouci koncentraci se mirné posunuje k podivnéjsim hodnotam Exor, coz

naznacuje nizsi tendenci ke korozi se zvySujicim se obsahem HY 1500-1750 kDa.
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Obrazek 5: Zavislost logi na Ey. pro slitinu AZ31 (M,,=1500-1750 kDa) o riznych molekulovych
koncentracich

4.2. Elektrochemicka impedancni spektroskopie

Data ziskana metodou EIS jsou znazornéna pomoci Nyquistovych kiivek, viz obrazky 7 az 13.
Data byla vyhodnocena pomoci elektrochemického ekvivalentniho obvodu, jehoz schéma je

zobrazené na obrazku 6.

Na zékladé daného modelu byly ziskany veliiny pro jednotlivé prvky obvodu. Z danych
veli¢in byly ziskané hodnoty polarizatniho odporu (R,), ktery je mirou rychlosti koroze. Cim
vy$Si je polarizaéni odpor, tim nizsi je korozni rychlost. Ziskané veliCiny a vypocitané
polarizacni odpory jsou uvedeny v tabulkdch 3 az 6. Polariza¢ni odpor byl vypocten podle

rovnice (6):

Rz'Rg

R, =
P TR, + Rs ©)

R1| i "

Obrazek 6: Schéma pouzitého obvodu pri méreni metodou EIS
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Pouzity ekvivalentni obvod se skladal z odporu roztoku (R1), konstantniho fazového posunu
(Q1) koroznich produkti a jejich odporu (R2), induktance (L3) a jejiho odporu (R3). Obvod
reflektuje soucasné bézici dva procesy, a to vytvoreni koroznich produktt a adsorpci/desorpci
iontl a molekul. Hodnoty odporu R> a konstantni fazovy posun CPE (v obvodu oznaceny
prvkem Q1) charakterizuji vrstvu koroznich produkti Mg(OH)., které se nachazely na povrchu
slitiny AZ31. Hodnoty R3 a L3 popisuji adsorpci, resp. desorpci iontd (napt. Mg, OH", CI’
apod.). Tyto déje mohou byt pozorované na Nyquistové kiivce jako vysokofrekvencni
kapacitni smycka (vyskyt koroznich produkti) a nizkofrekvencni indukéni smycka

(probihajici adosprce/desorpce) [39].

V obvodu byl misto kapacity pouzity CPE, aby byla zohlednéna nerovnost, resp. porovitost
povrchu elektrody. Pro impedanci CPE (Zcpg) plati vztah (7) [40]:

Zcpg = % (i-w)?, (7

kde Y je velikost CPE, o je uhlova frekvence, i je imaginarni jednotka a a je koeficient
popisyjici odchylku od ideality v rozmezi O az 1. Je-li a = 1, pak CPE odpovida idealnimu

kapacitoru. Cim je hodnota a vy§si, tim méné lze predpokladat nerovny povrch [40].

Tabulka 3: Ziskané hodnoty pro 0,15M NaCl

tlhod] | Ri[Q] Qi[F.s®Y] a1 R:[Q] L [H] R; [Q] R, [Q]
1 63 1,7B-05 0,96 218 100 151 89
2 59 3,0E-05 0,95 220 80 227 112
4 62 2,6E-05 0,98 334 445 250 143
8 64 2,6E-05 0,97 344 583 337 170
16 63 2,3E-05 0,95 419 496 515 231
24 64 2,1E-05 0,95 418 711 497 227
48 62 2,7E-05 0,87 600 330 1371 417
96 62 2,4E-05 0,83 793 296 2072 574
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Tabulka 4: Ziskané hodnoty pro ¢c=0,1 a 1 g/l (8-70 kDa)

Obrazek 7: Zavislost -Im(Z) na Re(Z) v 0,15 M NaCl

—5min
1 hod
2 hod
4 hod
——28hod
——16 hod
——24hod
— 48 hod

——96hod

c [g/] 0,1

tfhod] | Ri[Q] Qi[F.s®V] ar R: [Q] Li[H] R: [Q] R, [Q]
1 57 2,3E-05 0,95 234 96 191 105
2 55 3,1E-05 0,94 333 156 519 203
4 57 2,6E-05 0,95 507 381 555 265
8 58 2,3E-05 0,96 553 813 498 262
16 59 2,2E-05 0,97 473 857 509 245
24 59 1,5E-05 0,99 631 438 557 296
48 60 1,6E-05 0,95 698 2352 340 229
96 56 1,5E-05 0,93 942 1559 1428 567

c[g/1] 1

tfhod] | Ri[Q] Qi[F.s®"] ar R: [Q] Li[H] R: [Q] R, [Q]
1 61 1,6E-05 0,94 307 123 281 147
2 58 2,6E-05 0,94 333 194 841 239
4 57 2,6E-05 0,93 556 222 1099 369
8 61 1,7E-05 1,00 407 536 452 214
16 60 1,8E-05 0,96 611 2372 459 262
24 61 1,6E-05 0,95 719 9571 625 334
48 61 1,6E-05 0,95 832 3951 710 383
96 73 1,0E-05 1,00 824 3167 515 317
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Obrazek 8: Zavislost -Im(Z) na Re(Z) (¢=0,1 g/l HY, M,, = 8-70 kDa) v NaCl
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Obrazek 9: Zavislost -Im(Z) na Re(Z) (c=1 g/l HY, M,, = 8-70 kDa) v NaCl
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Tabulka 5: Ziskané hodnoty pro ¢c=0,1 a 1 g/l (80-130 kDa)

clgll 0,1
t [hod] Ri[Q] Qi[F.s@®V] a; R; [Q] L;[H] R; [Q] R, [Q]
1 55 1,1E-05 0,93 562 240 571 283
2 57 1,3E-05 0,94 476 250 294 182
4 56 2,6E-05 0,96 281 121 206 119
8 61 2,0E-05 0,98 670 21543 735 350
16 57 2,3E-05 0,96 431 476 403 208
24 57 2,3E-05 0,99 453 1740 582 255
48 58 1,9E-05 0,92 747 8094 545 315
96 54 2,4E-05 0,86 1007 515 2759 738
c[g1] 1
t [hod] R; [Q] t [hod] R [Q] t [hod] R; [Q] t [hod] R; [Q]
1 57 1,7E-05 0,94 323 108 258 143
2 56 2,1E-05 0,96 287 106 238 130
4 58 2,0E-05 0,97 703 1969 693 349
8 58 2,3E-05 0,95 597 669 780 338
16 59 2,1E-05 0,96 565 1035 457 253
24 62 1,5E-05 1,00 568 2587 517 271
48 58 2,3E-05 0,90 772 649 1229 474
96 57 1,6E-05 0,91 803 1601 590 340
500
400
300 1 hod
2 hod
Ng 200 4 hod
E 100 ——38hod
’E: o =16 hod
' 0 20 400 600 0 1000 1200 =—24hod
-100 —— 48 hod
2200 —96 hod
-300
Re(Z) [Q/cm?]

Obrazek 10: Zavislost -Im(Z) na Re(Z) (¢=0,1 g/l HY, M,, = 80—-130 kDa) v NaCl
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Obrazek 11: Zavislost -Im(Z) na Re(Z) (c=1 g/l HY, M,, = 80-130 kDa) v NaCl

Tabulka 6: Ziskané hodnoty pro ¢=0,1 a 1 g/l, (1500-1750 kDa)

c[g/] 0,1

t[hod] | R([Q] Qi[F.s®"] a R:[Q] L;[H] R; [Q] R, [Q]
1 59 1,9E-05 0,96 217 89 166 94
2 56 3,3E-05 0,93 324 144 563 206
4 59 2,4E-05 1,00 346 1383 232 139
8 58 2,5E-05 0,97 473 837 699 282
16 59 2,3E-05 0,92 631 509 1493 443
24 60 2,0E-05 091 689 499 1500 472
48 63 1,7E-05 0,95 571 2776 357 220
96 57 2,0E-05 0,84 1075 615 2714 770

c[g/1] 1

t[hod] | R{[Q] t [hod] R [Q] t [hod] R: [Q] t [hod] R: [Q]
1 60 1,6E-05 0,94 346 132 259 148
2 59 1,9E-05 0,96 335 189 275 151
4 59 2,3E-05 0,95 644 381 668 328
8 60 1,9E-05 0,97 483 515 456 235
16 62 1,5E-05 0,95 686 1264 281 199
24 64 1,6E-05 1,00 584 2092 332 212
48 66 1,4E-05 1,00 656 2760 812 363
96 61 1,4E-05 0,94 865 3645 576 346
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Obrazek 12: Zavislost -Im(Z) na Re(Z) (¢=0,1 g/l HY, M,, = 1500—-1750 kDa) v NaCl
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Obrazek 13: Zavislost -Im(Z) na Re(Z) (¢=0,1 g/l HY, M,, = 1500—-1750 kDa) v NaCl

V dusledku dynamické povahy koroze se hodnoty polariza¢nich odpori pro AZ31 ménily
v Case. Na povrchu slitiny dochazelo k tvorbé ochranné vrstvy Mg(OH)2 a soucasné k jejimu

rozpousténi, coz bylo zptisobeno atakem chloridt za vzniku MgClo.
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Podobné chovani bylo pozorovano u AZ31 v pfitomnost 0,1 g/l a 1 g/l hyaluronanu pro
vSechny molekulové hmotnosti. V tomto pfipadé se na korozi podilely také molekuly
hyaluronanu, které navazaly ionty hot¢iku a tim vytvofily komplexni slouceninu. Pro vznik
komplexti je dilezita piitomnost karboxylatd, diky nimz dochazi k interakci s Mg?* ionty.
Béhem koroze slitiny AZ31 se mohou karboxylové skupiny nachazet ve formé aniontt, nebot’
jejich vyskyt usnadiiuje alkalizace prostiedi, ke které dochéazi zvlasté pii povrchu. Po skonceni
koroznich testi byl zjistény nartst pH korozniho prostiedi ze 7,4 na asi 9,0. To indikuje, ze
velmi vysoké pH muselo byt pii povrchu korodujiciho hoicikového materidlu, které

umoznovalo vyskyt karboxylatt.

Hodnoty R), u slitiny AZ31 pro roztoky obsahujici HY, jsou velmi blizké t€ém, které byly
ziskané v 0,15M NaCl bez HY. Na zakladé EIS tedy neni mozné spolehlivé rozhodnout, zda
ptritomnost frakce HA s velikosti 8-70kDa, 80-130 kDa a 1500-1750 kDa urychlila, ¢i
zpomalila korozni rychlost. Nicméné, data naznacuji (viz obrazky 14 az 16), ze v kratkych
Casech od expozice mirn¢ vzrostla hodnota R, a s tim tedy 1 korozni odolnost, avSak pfi
dlouhodobéjsi expozici je pozorovany spise pokles R, nebo jen mirny narast R,. To by mohlo
byt vysvétleno tim, ze Mg>* ionty jsou prednostné spotiebované na tvorbu Mg(OH), nez na
tvorbu komplexd s HY. To muze také souviset s velikosti molekul, které z prostorovych
divodi mohly mit omezenéjsi pristup k povrchu AZ31. Podle dat EIS se negativni vliv HY
projevil az pozd¢ji — asi po prvnim dnu od zahajeni koroze, v piipadé vysokomolekularni HY
jesté pozde€ji. Negativni vliv by mohl byt vysvétleny stejnym zpusobem jako v piipadé
vysledkti potenciodynamické polarizace. Data naznacuji, ze korozni chovani pro jednotlivé

frakce HA (8-70, 80—-130 a 1500-1750 kDa) pro studované koncentrace jsou velmi podobna.

35



700

600

500

400

Rp [Q]

300

200

100

800

700

600

500

400

Rp [Q]

300

200

100

t [hod]

Obrazek 14: Zavislost R, na case pro M,,=8-70 kDa
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Obrazek 15: Zavislost R, na case pro M,,=80-130 kDa

100

100

—e—0g/
—0—0,1g/l
—0—1¢g/l

—e—0g/l
—0—0,1g/|
1g/l

36



800

700

600

500

—e—0¢g/|

Rp [Q]
D
o
o

—e —0—0,1g/|
300

—0—1g/l
200
100

0 20 40 60 80 100
t [min]

Obrazek 16: Zavislost R, na case pro M,,=1500-1750 kDa

4.3. Ponorné testy

Ponorné zkousky byly provedeny v roztocich s riznou molekulovou hmotnosti pfi teploté
37 °C + 1 °C v riznych casovych intervalech. U téchto zkousek byl pozorovan vyvoj korozniho

napadeni hot¢ikové slitiny AZ31.

Obrazek 17: Vzorek slitiny AZ31 v roztoku 0,15 M po 10 min
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Obrazek 18: Vzorek slitiny AZ31 v roztoku 0,15 M po 30 min

Na obrazku 17 a 18 1ze pozorovat degradaci povrchu jiz po 10 minutach, ktera se s rostoucim
Casem rozSifovala po vét§i plose povrchu slitiny AZ31. To znamend, ze doslo k vétSimu
poruseni povlaku slitiny a koroze se tak mohla snadnéji §ifit. Srovnani povrchu po tydnu
koroze v jednotlivych koroznich prostiedich s a bez HY neodhalily z makroskopického
hlediska zadné zretelné rozdily. Povrchy byly ¢lenité a po celém jejim povrchu pokryté bilymi

a Sedymi koroznimi produkty, které prostupovaly do hloubky materialu.
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Obrazek 19: Vzorek slitiny AZ31 v roztoku 0,15M po 7 dnech

Obrazek 20: Vzorek slitiny AZ31 v roztoku 0,15 M NaCl s HY (M,,=8-70 kDa) po 7 dnech
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Obrazek 22: Vzorek slitiny AZ31 v roztoku 0,15 M NaCl s HY (M,,=1500-1750 kDa) po 7 dnech

4.4. Charakterizace povrchu SEM-EDS

Na obrazcich 23 az 26 je zobrazena morfologie povrchil slitiny AZ31 po tydnu koroze

v 0,15 M NaCl bez a s frakcemi hyaluronanu o koncentraci ¢ = 0,1 g/1.

Obrazky 23 az 26 ukazuji, ze povrch byl €lenity na vSech vzorcich po korozi. Av§ak povrch

korodujici v 0,15 M NaCl se jevil byt pokryty men§imi, nepravidelnymi (hrudkovitymi) Gtvary
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na rozdil od povrcht, které korodovaly v roztoku obsahujici frakce HY. Frakce 8-70 a 80—
130 kDa byly vzajemné podobné, kdezto korozni produkty vzniklé v ptitomnosti HY 1500—
1750 kDa se jevily byt jako rozmérnéjsi hrudky.

Vzajemné rozdily mezi morfologiemi vynikly zvlasté pii vétsSim zvétSeni. Povrch slitiny AZ31
po korozi v 0,15 M NaCl se jevil byt pokryty velmi jemnymi krystalky na rozdil od povrchii
pozorovanych po korozi v prostiedi s HY. Hyaluronan zptsobil vznik jemné strukturovaného
povlaku tvoreného destickovymi krystalky Mg(OH),. Vétsi krystalky s vétSimi pory byly
pozorované v piitomnosti vysokomolekularniho HY (1500-1750 kDa).

Obrazek 23: Vzorek slitiny AZ31 v roztoku 0,15 M NaCl se zobrazenym detailem (vievo nahore)
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Obrazek 24: Vzorek slitiny AZ31 v roztoku 0,15 M NaCl s HA (M,,=8-70 kDa) se zobrazenym
detailem (vlevo nahore)

Obrazek 25: Vzorek slitiny AZ31 v roztoku 0,15 M NaCl s HA (M,,=80-130 kDa) se zobrazenym
detailem (vlevo nahore)




Obrazek 26: Vzorek slitiny AZ31 v roztoku 0,15 M NaCl s HA (M,,=1500-1750 kDa) se zobrazenym
detailem (vlevo nahore)

Tabulka X ukazuje prvkové sloZeni koroznich produkti stanovené pomoci EDS metody.
Atomové poméry hoic¢iku a kysliku jednoznacné ukazuji, ze korozni produkty byly ve vSech
pfipadech tvorené Mg(OH),. Detekovany chlor byl pfipsany MgClo, ktery vznikl z Mg?* a
chloridt v koroznim prostiedi. Obsah uhliku ve vsech vzorcich neumoziuje rozhodnout, zda
dochazelo k adsorpci HY na povrchu béhem koroze. Pomémeé vysoké zastoupeni uhliku mutize

také souviset se vznikem MgCOs interakci Mg?* s rozpusténym vzdusnym COs..
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Tabulka 7: Prvkové slozeni koroznich produktii

Prvek | 0,15 M NaCl 0,1 g/ HY 8-70 0,1 g/1 HY 80- 0,1 g/ HY 1500-
kDa 130 kDa 1750 kDa

Wit. At. % Wt.% At.% Wt.% At.% Wt.% At %
C 10,16 15,08 8,97 13,30 4,62 7,26 10,31 15,22
(0] 54,29 60,48 56,36 62,72 50,30 59,36 55,66 61,67
Mg 27,29 20,00 26,96 19,74 36,12 28,05 25,86 18,85
Al 4,12 2,72 4,03 2,66 4,59 3,22 3,99 2,62
Cl 2,59 1,30 2,50 1,26 3,47 1,85 2,18 1,09
Zn 1,55 0,42 1,17 0,32 0,91 0,26 1,99 0,54
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5. ZAVER

Bakalat'ska prace se zabyvala vlivem hyaluronanu o riazné molekulové hmotnosti na korozni
chovani hotcikové slitiny AZ31 ve fyziologickém roztoku. K experimentalni ¢asti byla vyuzita
potenciodynamicka polarizace (PDP), elektrochemickd impedancni spektroskopie (EIS),
ponorné testy a charakterizace povrchu pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu

(SEM-EDS).

Z naméfenych hodnot potenciodynamické polarizace vyplyva, ze pro frakci 8—70 kDa doslo
spiSe ke zhorSeni korozni odolnosti slitiny AZ31. Hodnoty pro frakci 80-130 kDa naznacuji,
ze korozni rychlost rostla srostouci koncentraci. U frakce 1500-1750 kDa, ze nizsi
koncentrace (0,1 g/l a 0,75 g/1) dané frakce mélo minimalni dopad na zménu korozni rychlosti.

Zvyseni obsahu HY (1,5 g/l a 3 g/l) vedlo k jednoznacnému poklesu rychlosti koroze.

Data ziskana metodou EIS byla modelovana pomoci elektrického obvodu. Na zakladé
sestrojenych modelt byly ziskané hodnoty prezentovany v jednotlivych tabulkach. V duasledku
dynamické povahy koroze se hodnoty polarizacnich odport (Rp) pro AZ31 ménily v Case. Data
naznacuji, ze v kratkych casech od expozice mirné vzrostla hodnota R, a s tim tedy 1 korozni
odolnost, avsak pii dlouhodobéjsi expozici je pozorovany spiSe pokles R, nebo jen mirny
narust R,. Hodnoty ukazuji, Ze korozni chovani bylo podobné pro jednotlivé frakce HY

v rozsahu zvolenych koncentraci.

Na zékladé& obdrzenych vysledki se predpoklada, ze HY tvoii komplexy s uvolnénymi Mg?*
ionty, ¢imz dochazi k urychleni koroze. V zavislosti na rostouci koncentraci a velikosti HY se
mohou vyznamné uplatnit vzajemné interakce mezi molekulami HY a tim snizit pohyblivost
iontl a molekul. Omezeni pohybu se muze projevit vyssi korozni odolnosti. Tento efekt nad
komplexaci pievazil v piipadé vyssi koncentrace vysokomolekularniho hyaluronanu, jak bylo

pozorovane.

Degradace AZ31 slitiny probihala velmi rychle, nebot’ jiz po deseti minutach byl pozorovan

naruseny povrch koroznim prostfedim.

Morfologie povrchi zobrazena pomoci SEM-EDS ukazala, ze povrch slitiny bez ptitomnosti
HY byl Clenity a pokryty mensimi shluky castic. Povrchy slitin korodujici v pfitomnosti HY
byly rovnéz Clenité, avSak nebyly znatelné pokryté mensimi utvary. Navic detailnéj$i analyza

odhalila, ze HY podporoval vznik strukturovaného povrchu z destiCkovych krystalki.
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Morfologie povrchu vytvoreného v pfitomnosti HY 8-70 kDa a 80-130 kDa byly vzajemné
podobné, pficemz povrch vytvoreny v pfitomnosti vysokomolekularniho HY se mirné lisil.
Zda se tedy, ze vysokomolekularni HY mohl vyraznéi ovlivnit morfologii nez
nizkomolekularni HY. Na povrchu slitiny korodujici v 0,15 M NaCl se objevily pouze velmi

jemné jehlickovité krystalky.

Bakalat'ska prace prokazala, Ze hyaluronan maze mit vliv na korozni chovani slitiny AZ31 ve
fyziologickém prostfedi. Vliv hyaluronanu vSak zavisi na jeho molekulové hmotnosti a

koncentraci v koroznim prostredi.
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7. SEZNAM POUZIVANYCH ZKRATEK A SYMBOLU

RTG
CT
HY
kDa
HA
PDA
SST
MTT

GDOES
EIS
SEM
EDS
PDP
CPE

CHY
Ekor
Eve
Ikor
—Im(Z)
logi

Myny

rentgenove zareni

pocitacova tomografie
hyaluronan

jednotka, kilodalton

kyselina hyaluronova
polydopamin

simulovana synovialni tekutina

test, pouziva se ke stanoveni bunécné zivotaschopnosti nebo metabolické aktivity
v mikrokapslich.

opticka spektroskopie s vybojem (glow discharge optical emission spectroscopy)
elektrochemické impedancni spektroskopie

rastrovaci elektronovy mikroskop

energiove disperzni spektroskopie (energy dispersive spectroscopy)
potenciodynamicka polarizace

konstantni fazovy posun

koeficient mezi 0 a 1

koncentrace hyaluronanu

korozni potencial

potencial pracovni elektrody

korozni proudovéa hustota

imaginarni slozka impedance

logaritmus proudové hustoty

molarni hmotnost

prvek konstantniho fazového posunu v elektrickém obvodu

odpor

realna slozka impedance

polarizacni odpor
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R,

ZcPE

odpor roztoku

induktance

uhlova frekvence

parametr tykajici se kapacity

impedance konstantniho fazového posunu
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