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ABSTRAKT

Téato praca sa zaoberd biokeramickymi materialmi na bazi hydroxyapatitu, bioskla a ich
vzajomnych kompozitov. Tieto materialy sa bezne pouzivaji na medicinske ucely, najmé ako
nahrady tvrdého tkaniva. Obidve ticto latky patria medzi bioresorbovatelné materidly. Na
pripravu sa pouziva velké mnozstvo réznych syntéz, z ktorych boli na tato pracu vybrané tie
najCastejSie — syntéza hydroxyapatitu precipitaciou a syntéza bioskla sol-gel metodou. Na
charakterizaciu pripravenych keramickych praskov boli pouzité termické analyzy a rontgenova
difrakcia. Tato praca Studuje najmé ich vlastnosti v rdmci kompozitnych materialov, ktoré sa
kvoli zlepSeniu bio vlastnosti pripravili vo forme napenenych S$truktar. Prvym $tadium
moznych bioaktivnych vlastnosti materialov je ich interagovanie v ramci simulovanej telesnej
tekutiny, ktora svojim idnovym zlozenim pripomina krvni plazmu. Experimentdlna cast’
pokryva syntézu keramickych praskov, ich charakterizaciu, pripravu zmesi a napenenych
nosi¢ov pomocou in situ penenia, ich vypal pri vhodnych teplotach, meranie porozity a zmeny
vo fazovom zlozeni, ku ktorym doslo pri vypale. Zakladné testy boli prevedené inkubovanim
pripravenych poréznych nosic¢ov v simulovanej telesnej tekutine po dobu 3, 7, 14 a 21 dni a ich
nasledné podrobenie skenovacej elektronovej mikroskopii. Pocas tohto obdobia boli sledované
zmeny koncentracii ionov Ca?* a POs* ako aj hmotnosti vzoriek podla ¢asu inkubovaného
v simulovanej telesnej tekutine.

ABSTRACT

This work deals with bioceramic materials based of hydroxyapatite, bioglass and their
composites. These materials are commonly used in medicine, especially as hard tissue
substituents. They can be prepared by different types of syntheses, from which the most
common were picked for this work — precipitation of hydroxyapatite and sol-gel method for
bioglass. Thermal analysis and X-ray diffraction were used for characterization of prepared
powders. This thesis studies mostly their features within the composite materials, which were
foamed for better bone stimulation. Properties and possibility in bio application of materials is
firstly studied through their interaction in simulated body fluids, which mimics ionic
concentration of human plasma. Experimental part covers synthesis of ceramic powders, their
characterization, preparation of mixtures and scaffolds foamed through in situ foaming, their
sintering at ideal temperatures, characterization of porosity and phase changes due to sintering.
Basic tests of apatite formation ability were provided by incubation of prepared scaffolds in
simulated body fluid for 3, 7, 14 and 21 days and their assay in scanning electron microscopy.
Changes in concentration of Ca?*a PO+ ions as well as in weight of the specimen were tracked
within the incubation period.
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1 UVOD

V poslednych desatrociach sa vyuzitie biomateridlov v medicine vyrazne rozsirilo. Jednym
Z najdodlezitejSim rozSirenim skimania biomateridlov ma na starosti prave tkanivové
inzinierstvo, ktorého tlohou je obnovenie funkénosti poskodeného tkaniva. Prvym typom na
opravu bolo prave kostné tkanivo, na ktorého nahradu sa pouzivali najskor inertné materialy,
najma zliatiny, ktoré svojou neinterakciou s okolitym tkanivom obzvlast' neublizuju, avsak
nejedna sa o0 plnohodnotnu, celozivotnu nahradu. Toto je jednym z hlavnych dévodov, ktory
nabada vedcom, aby sa pokusili vytvorit’ materidly, ktoré budu resorbovatel'né ¢i degradabilne,
vd’aka comu dbjde ku postupnému vzniku vlastného, unikatneho tkaniva, na ktoré si
organizmus danu nahradu upravi.

Jednym z prvych pouzivanych materialov v tejto kategorii bolo biosklo Bioglass® vyrobené
prof. Larry Henchom v Sestdesiatych rokoch minulého storo¢ia. Postupnym vyskumom sa
zistilo, ze sa jedna o prvy synteticky material, ktory je schopny Uplného naviazania na kostné
tkanivo. Dnes sa pouzivaju bioskla na nahradu roznych typov tkaniv. Pri degradabilnych
materidlov musime avSak ratat’ s tym, Ze vlozena nihrada musi mat dostatoéni pevnost
a primeranu rozpustnost’, aby malo telo dostatok Casu na vytvorenie vlastného tkaniva. Kvoli
tomu sa povodné biosklo upravovalo réznymi oxidmi ¢i kovmi, vd’aka ¢omu vznikli materialy
s roznou dobou rozkladu ¢i dostato¢nou mechanickou pevnostou na nahradu kostného tkaniva.

Dal§im materidlom vhodnym pre tkanivové inZinierstvo je hydroxyapatit, z ktorého sa vd’aka
jeho prirodzenému vyskytu v kostiach stava potencionalny kandidat na pouzitie v tkanivovom
inZinierstve. Rovnako ako pri bioskle existuje vel'a moznosti syntetizovania hydroxyapatitu.
Kvdli jeho slabej mechanickej odolnosti sa vSak pri ndhrade velkych, zatazovanych casti
pouziva iba na povlakovanie bioinertnych ndhrad a poméha ich rychlejSiemu a lepSiemu
spojeniu s okolitym tkanivom. Jednou z moznosti je priprava kompozitnych materialov,
ktorych synergické vlastnosti maji za Glohu predist’ zmienenym problémom.

Aby sme mohli vébec uvazovat’ nad pouzitim novych materidlov v danom odvetvi je
potrebné jeho testovanie. Na ziskanie zakladnych charakteristik spravania implantatov
Vv l'udskom tele pred ich vlozenim do organizmu je kvoli obrovského mnozstvu moznych
komplikacii potrebné podrobit’ testované materidly jednoduch$im in vitro a nésledne
zlozitejSim in vivo testy. In vitro laboratérne testovanie ndm ponukne najzakladnejSie
informéacie o jeho spravani v simulovanych podmienkach vd’aka testom v simulovanej telesnej
tekutine, mitochondrialnom ¢i bunkovom prostredi. Tieto testy nam avSak nedokézu pontknut’
vysledky vzhl'adom na komplexnost’ zivych organizmov, na ¢o sa vyuzivaju testy in vivo, ako
forma preklinickych testov, ktoré koncia testovanim na zivych organizmoch a po naslednom
splneni predchadzaju klinickym testom materidlu v 'udskom tele.



2 TEORETICKA CAST

2.1Biomaterialy

Kvoli rastucej potrebe Specidlnej starostlivosti je v dnesnej dobe je najrychlejSie rozvijajucim
sa odvetvim mediciny tkanivové inZinierstvo a regenera¢na medicina. Prehlbuje sa nedostatok
nahradnych organov, tkaniv ¢i buniek. RieSenim tohto problému sa zaobera prave tkanivové
inzinierstvo. Na pripravu produktov sa pouzivajii matrice z biomaterialov. Materialy, ktoré sa
zarad’uju do tejto kategorie su vSetky nezivé materialy, pouzivané v zdravotnictve, pri ktorych
dochadza ku urcitému $tylu interakcie medzi biologickym syst¢émom a danym materialom[1].

| ked’ sa tento ndzov zacal pouzivat priblizne 60 rokov dozadu, boli biomaterialy pouzivané
uz pred nasim letopoctom. Pouzité materidly sa lisili kvoli roznej dostupnosti a moznému
pouzitiu. Dokazom su pozostatky najdené u Majov priblizne 600 rokov pred n.l. Rovnako sa
nasli zelezné zubné implantaty v Europe 200 rokov pred n.l. priCom tieto implantaty boli
popisané ako riadne integrované[2].

Na zaciatku 20. storocia boli prirodné materidly nahradené syntetizovanymi polymérmi,
keramikou ¢i zliatinami kovov. UmoZznilo to zlepSenie vykonu, funkcionality
a reprodukovatelnosti nédhrad, narozdiel od prirodnych materidlov. Toto umoznilo rozvoj
biomateridlov, ktoré mali za ulohu plnit mechanické funkcie, zabranit' biologickému
odmientnutiu implantatu. Preferovali sa inertné biomateraly, ktoré s organizmom ¢loveka
neinteragovali.

Rozvoj molekularnej bioldgie v sedemdesiatych rokoch 20. storo¢ia spolu s rasticimi
znalostami proteomiky a genomiky na konci 20. storocia zmenili spdsob navrhu a pouzitia
biomaterialov. Prikladom je objavenie cytokinov ako kost' tvoriace proteiny v ramci
osteogenézy a ich nasledné implantovanie do biomaterialov ako bioaktivna zlozka. Toto viedlo
ku vzniku implantatov, ktoré dokdzu vyvolat’ v tele pozadovant funkciu pre lepsSiu a rychlejsiu
pomoc pacientovi.

Obr. 1: The Infuse® Bone Graft/LT-Cage® pouzivand na liecbu degenerativnych platniciek[3]



Prikladom je implantat od firmy Medtronic® pouzivany na liecbu degenerativnej poruchy
platniciek, ktory sa spaja syntetické komponenty s kost'otvornymi proteinmi. Toto zariadenie
ma za Glohu opotrebovant platni¢ku obnovit' na jej povodnt velkost. Ulohou proteinu je
V tomto pripade stimulovat’ tvorbu kosti.

Schopnost’ biologickej aktivity v ramci syntetického materidlu mnohonasobne zvysilo
Moznosti pouzitia biomateridlov a zaroven vylepsilo ich schopnosti v tradi¢nych aplikaciach.
Na rozdiel od vacSiny umelych materidlov su materidly pouzivané v zivych organizmoch
viacfunkcné, dynamické a vyrabané metédami, umoziujucimi vyrobu stylom ,,bottom-up®, pri
ktorom sa na rozdiel od klasickej pripravy materidlov $tylom ,,top-down* postupne vel'kost
zvySuje, napriklad oproti mletiu vacsich Struktir na vznik nano/mikrostruktir. Rozvoj réznych
inzinierskych odvetvi umoznuje sofistikovanejsi pristup k dizajnovaniu a vyrobe materialov
s komplexnymi funkciami. Casto napodobiiuju spravanie & fyzikalno-chemické vlastnosti
prirodnych materialov[4].

Zékladnou vlastnost'ou biomaterialov je biokompatibilita, pricom tieto materialy delime na
niekol’ko skupin podl'a ich spravania po vlozeni do organizmu.

b IO O
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Obr. 2: porovnanie spravania biointerného (a), bioaktivneho (b), povrchovo aktivneho (c) a

resorbovatelného materialu (d)[5]
2.1.1 Biokompatibilita

Vzhl'adom na prirodzent reakciu imunitného systému sa telo snazi vylucit zo seba vSetky
cudzorodé latky. Pojem biokompatibilita vyjadruje schopnost’ pozitivnej interakcie materialu s
Pudskym telom bez nepriaznivych uc¢inkov. Vlastnostami charakterizujucimi biokompatibilitu
su napriklad cytotoxicita, bio-degrabilita, vplyv na infek¢éné procesy, atd’.

2.1.2 Bioinertné materialy

Termin bioinertné sa uplatituje pre materialy, ktoré po vloZeni do I'udského tela majii minimalne
interakcie s obklopujucim tkanivom. Prikladmi st titan, hlinik, nehrdzavejtca ocel’, ¢iastocne
stabilizované zirkonium ¢i polyetylén s ultravysokou molekularnou hmotnostou (UHMWPE).

2.1.3 Bioaktivne materialy
Bioaktivny material je schopny vytvarat priame a pevné viazby so zivym tkanivom. Je vhodnym

podkladom pre kolonizaciu a usadzovanie buniek. V stcCasnosti je rozSirena vyroba 3D
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polymérnych nosi¢ov, ktoré s in vitro kolonizované bunkami a nasledne implantované do tela
pacienta za ucCelom nahradenia poskodeného tkaniva kosti, ciev, chrupaviek alebo aj celého
organu (pecene, oblicky, ¢reva alebo srdca). Novym trendom v oblasti tkanivového inZinierstva
je tzv. bioprinting. Je to jedna z najnovsich metdd vyroby nahrad a pozostava z vytvorenia
trojrozmernej nahrady z ¢isto biologického materialu. Vhodnymi bioaktivnymi materialmi su
niektoré kovy, hydroxyapatitova, tri- a tetrakalciovd keramika, bioaktivna sklokeramika,
uhlikové kompozity a polyméry (polystyrén, polypropylén, polyuretan a iné)[6].

2.1.4 Bioresorbovatel’'né materialy

Po vlozeni do I'udského tela sa bioresorbovatel'ny material za¢ne rozkladat’ a postupne prerastat’
vlastnym tkanivom. Typickym prikladom bioresorbovate'nych materidlov je trikalcium fosfat
[Caz(PO4)] ¢i kopolymér polylaktat-polyglykolova kyselina.

Tab. 2.1 klasifikacia biomaterialov, prikiady, ich vyhody, nevyhody, pouzitie - prevzaté z[7]

Typ Vyhody Nevyhody Pouzitie
Kovy a zliatiny kovov Modul pruznosti Korozivne Ort. implantaty
) _ Elasticky modul Srouby
Napr. zlato, platina, titan, ocel’  Vyroba, sterilita
Aseptickost’ Platnicky
Keramickeé a uhlikaté zlu¢eniny ~ Vyborna pevnost  ZIé tvarovanie Zubné imp.
Napr. skl4, CaP soli, oxid Biokompatibilita o Bio. ort. imp.
P - y Elasticky modul
hliniku Nekorozivnost’ Nactavadla

Ort. implantaty

Biodegradabilita Zubné
Tazka implantaty
Polymery sterilizacia k
. . Tkanivové
Biokompatibilita .
nosice
Tvarovatel'nost’ Protézy
Napr. PMMA, PCL, PLA, PC, Riadeny
Dobr3 t R tnost’ -
PU ObTa pevios 0ZpusStnos targeting liekov

2.1.5 Nové trendy vo vyrobe biomaterialov

Jednym z najnovsich trendov je 3D tla¢, ktora sa v ramci automobilové a leteckého priemyslu
pouziva vySe 30 rokov, no v medicine bola pouzivana iba na pripravu anatomickych modelov
vV ramci vyucby. Vd’aka pokroku pri vyrobe novych biodegradabilnych materidlov je moznost’
vyuzit' tato techniku do hibky. Vdaka Sirokym moznostiam 3D tlade je mozné naskenovat
a nasledne vytlacit’ modely, ktoré budi rozmermi a tvarom vytvorené priamo pre individualne
vyuzitie pacienta. Rovnako je moZnost’ tlacit’ Zivé tkaniva ¢i nosice pre regeneracnil medicinu.
Pouzivané su napriklad alginaty, chitosan, kolagén ¢i fibrin[7].
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2.2 Bioaktivne sklo (Biosklo)

Vicsina materidlov zalozenych na skle a keramike ma za ulohu zlepsit’ kvalitu zivota vd’aka
obnoveniu funkcie tkaniva ¢i organu v tele. Ciel’ vyskumu poréznych nosi¢ov sa ubera nielen
cestou nahrady kosti, ale aj aplikacii na ndhradu makkého tkaniva. Dokladné pochopenie
spravania a vlastnosti bioskla napomaha ku vyuzitiu jeho potencialu pre biomedicinske
aplikécie.

2.2.1 Vlastnosti

Vdaka amorfnej Struktire ma sklo niekol’ko vlastnosti, ktoré z neho robia optimalny material
pre rozne aplikacie. Konvenéné skla, zlozené z oxidov kremiku, hliniku, boru, alkalickych
kovov ¢i alkalickych zemin sa pouzivaju najmd vdaka prichladnosti spojenej s inymi
vlastnostami (dobrd mechanicka pevnost, chemicka odolnost’..). Tieto komercné skla sa
vyrabaju pomerne lacnym spdsobom tavenia. Na druhej strane, Specialne skla, ktoré maju
Specifickil funkciu su pre dne$ni dobu nevyhnutnostou najmid kvoli svojim optickym
vlastnostiam[8].
2.2.2 Biosklo

Biosklo, pouZzivané na priamy kontakt s 'udskym telom patri medzi Specidlne skla. V tomto
pripade vSak nehrd rolu transparentnost’ materidlu. Bioaktivita skla je zalozend na zmene
zloZzenia a morfolégie skla po vlozeni do I'udského tela. Rovnako sa meni aj koncentracia
anorganickych i6nov v okolnej telesnej tekutine. Ci uz je to priehladnost’ alebo bioaktivita, obe
tieto vlastnosti s zaloZzené na amorfnosti skla. Toto zloZenie skla dovol'uje menit fyzikalne ¢i
chemické vlastnosti do urcitého Stadia vdaka roznym sklotvornym oxidom ¢i ich pomerom.
Tento fakt dovol'uje vytvorenie skla potrebného pre Specifické vyuzite v ramci tkanivoveho
inzinierstva[9].
2.2.2.1 Bioaktivita skla

Bioaktivne skla si tvorené rovnakymi oxidmi ako komercné skla, avSak vdaka réznym
pomerom tychto oxidov sa dostavaju k Uplne rozdielnym vlastnostiam. Jednou z tychto
vlastnosti je napriklad rozpustnost’ skla, ktora pri bioskle musi dosahovat’ vyrazne vyssich
hodnét vo vodnom prostredi, nez komercné skla. Tato vlastnost’ je dané potrebou rozpustnosti
bioskla na podporu tkanivového rastu, narozdiel od inertnosti skla pri komerénom pouZiti.
Bioskla vd’aka tomuto doc¢asne podporuju lie¢bu a regeneraciu tkaniva.

Prvym skimanym biosklom na protetické vyuzitie bol systém Na,O—CaO-P20s5-SiOs.
Napad profesora Hencha, vynalezcu bioskla na vyvoj materialu, ktory by bol zloZeny
z rovnakych prvkov, ako sa vyskytuju v l'udkom tele bol zalozeny na rychlom zaéiatku
rozpustania alkalii z povrchu vo vodnom roztoku a naslednym zrazanim vonkajSej vrstvy
bohatej na fosfér a vapnik s vntitornou kremikovou vrstvou. Prave druhti podmienku nesplaju
skla. Myslienkou bolo navrhnut' vrchni vapenato-fosfatovi vrstvu tak, aby pripominala
hydratovanu vapenato-fosfatova zlozku kostného tkaniva a sklo nebolo telom vylaé¢ené[10].

2.2.3 45S5

Prave praca profesora Hencha sa zasluzila o vznik prvého keramického bioskla. Jeho ndzov
45S5 pochadza zo zloZenia skla zobrazeného v tab, komeréne vyrabaného pod nazvom
Bioglass®. Mimo schopnosti vytvorenia vazby s tvrdym tkanivom boli dokazaneé aj vazby
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s mikkym tkanivom, schopnost’ diferencovania kmenovych buniek na osteoblasty ¢i vytvorenie
ciev vd’aka neovaskularizacii podporenej 45S5[11].

Tabulka 2.1 Prvkové zloZenie bioskla 4555

Oxid Hm. %
SiO» 45
Na2O 24,5
CaO 24,5
P20s 6

Bioskla st konvencne pripravované pomocou tavenia z oxidov a uhli¢itanov. Vdaka
moznosti riadenia zlozenia a mikrostruktiry sa vSak poklada vyroba cez sol-gel za prijatel'na
alternativu ku tradicnému postupu vyroby bioskiel. T4 moze prebiehat’ pri zniZenej teplote
a tym sa vyhnut’ neprijemnostiam, spojenymi s taviacou metddou. Na druhu stranu na pouzitie
sol-gel metddy st potrebné drahé materialy, dlhé procesné Casy a zmrStovanie spojené so
suSenim a spekanim. DalSou nevyhodou pre niektoré pouzitia moZe byt pomerne rychly
rozklad bioskiel pripravenych touto metodou[12].

2.2.4 Sol-gel proces

Mozeme ho charakterizovat’ ako koagulaciu s naslednou sedimentaciou ¢i polykondenzaciu
disperznej faze ultramikroheterogénnych sustav — solov. Tento proces je vd’aka termodynamike
koloidnych roztokov spontanny, moze sa vSak ovplyviiovat' ¢i urychl'ovat’ na dosiahnutie
pozadovane;j Struktury produktu. Néasledne vznikne viazany disperzni systém — gel, za ktorym
dochddza ku suSeniu produktu kvoli odstraneniu disperzného prostredia, priCom vznika
xerogel. Prave suSenie ma najvacsi vplyv na vlastnosti produktu, ako st porovitost’ ¢i
mechanické vlastnosti. Tato metdda je vhodna na pripravu vel'mi Cistych praskov, pri€om nam
umoziuje ovplyvnit’ velkost’ vzniknutych ¢astic a tym aj vlastnosti pripraveného materialu[13].

Vyhodami tejto metody je vznik homogénneho, Cistého produktu, pricom nepotrebujeme
pouzivat’ vysoké teploty. Vznika nam produkt s pomerne nizkou hustotou, ktorého vlastnosti
mozeme do istej miery upravit’ pocas vyroby. Medzi nevyhody patri vysoka cena vychodzich
latok a ich ¢asta toxicita. Uprava podmienok pre vytvorenie pozadovaného produktu je sice
pozitivna, avSak tato metdda sa vyznacuje znacnou citlivostou na podmienky pripravy[14].
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Obr. 3: Schématické zobrazenie réznych moznosti technologickych postupov solgel pripravy,
upravené z[15]

2.2.5 Rozkladné reakcie

Bioaktivne skl& su navrhnuté na rozklad a reagovanie v 'udskom organizme. St povazované za
povrchovo aktivne materidly, ktoré si schopné vytvorit’ mechanicky silnii chemickt vézbu so
zivym tkanivom, prevazne kostou. Toto je zalozené na rozpustnosti skla a na naslednych
zrazacich reakciach skla s okolnou tekutinou. Zmena koncentracie iénov v okolitej tekutine
ma za nasledok vytvorenia uhli¢itanovo-hydroxyapatitovej (HCA) medzivrstvy. T4 je podobna
anorganickému apatitu v kosti, ¢im vznika chemicka vizba implantatu s okolim na rozdiel od
mechanickych vazieb, akymi sa prichytavaju nedegradabilné implantaty. Tato medzivrstva méa
podobné zlozZenie ako apatit v kostiach, rovnako ako aj vel'kost’ kryStalov. Zaroven sposobuje
osteokonduktivitu bioskla, ¢o vd’aka jeho postupnej rozpustnosti robi z bioskla resorbovatel'ny
materidl. Iony vylucené z bioskla nasledne aktivuju niekolko réznych génov, napriklad tie,
zodpovedné za osteogenézu a rast, nasledujicu adsorpciou proteinov a uchytenim buniek na
povrchu reagujiceho skla[16].
2.2.6 DalSie pouZitie

Vplyv bioskla na regeneraciu kostného tkaniva bol dokazany, avSak tieto materidly maju
potencial na uplatnenie sa pri regeneracii srde¢ného, plicneho ¢i nervového tkaniva. Vrstva
hydroxyapatitu, ktora sa vytvara na povrchu bioskla je totiz schopnd viazat’ sa aj na mékké
tkanivo, av§ak mechanizmus pre interakcie bioskla a buniek, ktoré tvoria iné mékkeé tkanivo nie
je zatial’ dostato¢ne pochopeny[17].

2.2.7 Rozkladné mechanizmy

Sklo sa moze rozkladat’ kongurentne, t.j. pomer prvkov v roztoku je rovnaky ako pomer prvkov
v rozkladajicom sa skle, alebo nekongurentne, kedy dochiddza ku preferovanému, ¢i
selektivnemu rozkladu niektorych prvkov. V principe sa vSetky kremicité skla rozkladaju vo
vodnom roztoku, avSak rozsah rozkladnych reakcii zavisi na zloZeni skla a roztoku. V ramci
SirSieho zaberu mozeme rozdelit’ tieto zdkladné rozkladné mechanizmy na primarne reakcie,
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ktoré formuju vnatornd vrstvu, bohatd na kremik a sekundarne zrazacie reakcie, ktoré formuja
povrchovl vrstvu. Tieto reakéné mechanizmy vysvetluja vytvorenie typickej dvojvrstvy
u bioskiel.

Reakcie zodpovedné za vznik vézby skostou su zvyCajne popisané ako jedenast
nadvézujucich reakcii na povrchu bioskla. Prvych pét reakcii sa odohrava v ramci 24h na
miestach s najvacsou bioaktivitou. Tieto reakcie vysvetluji vznik dvojvrstvy hydratovanej
siliky a polykrystalického HCA na povrchu skla. Nasleduje vdzba s kostou vdaka sérii
biologickych reakcii a pocas Siestich az dvanastich dni je vytvoreny konecny produkt —
kolagén-HCA matrica, obsahujlca osteocyty[18].

Pri pH<9 dominuje selektivna vymena idénov alkalii s protonmi z okolitého roztoku. Rovnako
moze reagovat’ aj kremicita Struktara s vodou. Tieto vymeny iénov a hydratacia spdsobuju
vznik mierne poréznej, hydratovanej kremicitej vrstvy a zvySenie pH okolitého roztoku.

Hydroxylové idny posobia ako katalyzator na rozklad siete apri pH>9 dochadza ku
hydrolyze a depolymerizacii sklenenej Struktiry. Postupne moze dojst ku rozkladu
silanolovych skupin a uvol'neniu kremiku do roztoku. Rovnako mézu kondenzovat’ a vytvorit’
na povrchu bioskla gél bohaty na kremik.

Vnutornd Struktara, ktord sa vytvori spominanymi reakciami je ¢asto opisovand ako vrstva
bohata na kremik, ktora méze byt’ porovita a obsahuje vodu a silanolové skupiny. Sekundarne
reakcie (zrazanie) zaCina v momente, ked’ sa dosiahne nasytenie roztoku rozpustenymi ionmi.

Gél bohaty na kremik na povrchu sluzi ako zaklad pre migraciu ionov Ca?" a PO4> zo0 skla
¢i zrazanie z okolitého roztoku za vzniku amorfnej vapenato-fosfatovej vrstvy, ktoré
kryStalizuji za vzniku HCA. Tato vrstva moZe sluzit' ako diftizna bariéra, ktord moze
spomalovat’ d’alSie rozpustanie. Tento fakt vysvetl'uje, preco sa v niektorych pripadoch nasli
sklenené jadra aj po rokoch od implantovania[19].

Cely postup je vykresleny na Obr. 4.
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Obr. 4: ilustracia mechanizmu vzniku HCA na povrchu bioskla po kontaktu s telesnymi tekutinami-
prevzaté z[20]

2.3 Hydroxyapatit

Hydroxyapatit (Cai0(PO4)s(OH)2) (HA) patri spoloéne s keramickymi biosklami medzi
vapenato-fosfatovu (Ca-P) keramiku, ktord sa v rdmci poslednych desatro¢i pouziva ako
material na ndhradu kosti. Z celej skupiny Ca-P keramiky ma najmens$iu mieru degradécie.
Kosti st zlozené z HA a kolagénovych vlakien v pomere 70 % HA, 20 % kolagénu a 10 %
okolitej vody. U cicavcov je hlavnou mineralnou zlozkou apatit bez hydroxylu s pomerom
Ca/P < 1,67[21].

HA sa vyuziva najmd kvoli svojmu minerdlnemu zloZeniu podobnému Struktire kosti
azubov. V pripade kosti ma tento material za hlavni tlohu vydrzat' zataZzenie. Vdaka
jednoduchej priprave v podobe pevnych nosi¢ov sroznou poérovitostou sa pouziva na
dosiahnutie ¢o najlepSej migracie buniek a tvorbe kosti[22]. Rovnako sa méze podrvit' na
nanoprasok a pouzit' v kombinacii s inym biomateridlom na lepSiu mineralizaciu kosti ¢i
integraciu implantatov[23].

2.3.1 Vlastnosti

Mechanické aj chemické vlastnosti ako aj molekuldrne zloZenie syntetického HA st podobné
tym, ktorymi sa vyznacuji kosti a zuby. Kvoéli tomu je uz niekolko rokov pouzivany ako
biomaterial na ortopedické a zubné aplikacie na opravu ¢i nahradu tvrdych tkaniv. Syntetické
biomaterialy s HA st skimané na tvorbu umelych kosti zlozenych Cisto zo syntetického HA
alebo v ramci povlakovania materialov HA. Popri biokompatibilite a bioaktivite sa rovnaky
vyznam poklada mechanickej pevnosti ¢i poréznej Struktire po vlozeni do organizmu[24].
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Na vyrobu kompozitov sa pouzivaju prirodné a syntetické polyméry. Prirodné sa vyznacuju
dobrou bunkovou afinitou, syntetické zase vylepSuji mechanicki pevnost’ a disponuju
upravovatel'nou dobou degradacie[25].

2.3.1.1 Mechanické vlastnosti

Obsah HA zvysuje pevnost v tlaku ako aj elasticky modul kompozitnych nosi¢ov. Ziadtca
tvrdost’ biomaterialov je pri pouziti na kostné implantaty rovna tvrdosti kosti. Pokial’ je ich
tvrdost’ vidcsia, prenikaji biomateridly do kosti. Kvoli velkosti Castic sa na testovanie
mechanickych vlastnosti pouzivaju skuasky tvrdosti v mikro- ananoskale — Vickersonov
intendac¢ny ¢i Knoopov pevnostny test[26].

2.3.1.2 Chemicke vlastnosti

HA je rozpustny v kyslom a nerozpustny v zasaditom prostredi, pricom vo vode je ¢iasto¢ne
rozpustny, so stupajicim charakterom s pridanim elektrolytov do roztoku destilovanej vody.
Rozpustnost’ zavisi na tvare, porovitosti, krystalinite, velkosti krystalov, atd’. Pri spekanom HA
je jeho rozpustnost velmi mald. HA reaguje aktivne s proteinmi, tukmi a d’al$imi
anorganickymi ¢i organickymi zli¢eninami. NajzaujimavejSia vlastnost HA je avSak jeho
biokompatibilita — jeho schopnost’ priamej chemickej vazby s pevnym tkanivom[23].

2.3.2 Syntéza

Synteticky HA sa pripravuje pomocou prekurzorov vapenatych a fosfatovych soli, napriklad
oxid vapenaty a kyselina fosforeéna. Na syntézu moze byt’ pouzitych viacero technik pripravy
ako napr. precipitacia, hydrolyza, hydrotermalna syntéza ¢i extrakcia z prirodnych zdrojov —
rybacich a byvolich kosti, vaje¢nych skrupin ¢i ulit z morskych zivo¢ichov. Vd'aka existencii
viacerych sposobov, ktorymi je mozné HA pripravit’ je moznost’ zvolit' metodu na zaklade
ktorej dostaneme pozadované vlastnosti vyslednych &astic. Dal§im pozitivom je moZnost
vybrat’ si cenovo najprijatel'nejsiu cestu pripravy[27].
2.3.2.1 Priprava suchou cestou

Tato metdda dostala svoj nazov, pretoze nedochadza ku pouzZitiu rozpustadla. Castice vyrobené
touto metddou nemaju velkll zavislost’ na reakénych podmienkach, ¢o z nej robi vhodného
kandidata na masovu produkciou HA prasku[28]. Medzi tento typ pripravy patri napriklad
mechanicko-chemicky proces ¢i vysokoteplotna syntéza v pevnom stave.

2.3.2.2 Priprava mokrou cestou

Na rozdiel od pripravy HA suchou cestou sa pri pouziti mokrych metéd dosahuje ovela
pravidelnejSich tvarov pripravenych molekul. Vyslednd morfologia Castic ma ovel'a bliZSiu
zavislost’ na pouzitych reakénych podmienkach. Na pripravu sa v§ak pouzivaju nizsie teploty,
¢o mo6ze mat’ za nasledok vznik inych CaP fazi ako HA[29].

Spomedzi réznych spdsobov pripravy patriacich pod mokru cestu sa najcastejSie pouziva
konvenény sposob precipitacie v roztoku. Zaklada sa na fakte, ze HA je pri laboratdrne;j teplote
a pH 4,2 najstabilnejSou a najmenej rozpustnou fazou CaP vo vodnom roztoku[30].
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Pri pouZiti precipitacie je vSak potrebné dodrziavat’ rovnaké podmienky (teplotu, rychlost’
pridavania reagujucich zloziek, otacky mieSania, atd’.) kvoli reprodukovatelnosti velkosti
a tvaru pripravenych Castic[31].

2.3.3 Pouzitie

Vyuzitie HA v ramci tkanivového inzinierstva siaha az ku aplikacii trikalciumfosfatovych
(TCP) praskov na urychlenie liecby kosti v roku 1920[32]. Povlakovanie HA praskami bolo
prvykrat pouzité na hlinikovi keramiku v ramci dentalnych implantatov a kovovych nahrad
pri prasklinach kosti.

Pri pouziti na ndhradu kosti je potrebné vytvorenie poréznych nosi¢ov, ktoré pomahaju riadit’
smer rastu kostného tkaniva[33]. Kvoli mimoriadne podobnému anorganickému zloZzeniu ku
kostnému zubnému tkanivu je HA povazovany za idealny material pouzivany vyse nez 40
rokov v zubarenstve a ortopédii[34]. Nanokrystaly HA boli pouzité na zlepSenie regeneracie
kostnych chrupaviek.  Oproti pouzitiu samotnej poly(lakto-ko-glykolidovej) kyseliny
s pridanim HA dochéadza ku stimulovaniu adhézie a lepSiemu prechodu chondrocytov a to i bez
pouzitia pridanych rastovych faktorov[35]. Kompozity snanocasticovym HA st taktiez
skiimané ako novy spdsob liecby a prevencie nervovych poraneni[36].

Dal$im skiimanym odvetvym za posledné roky je pouzitie HA ako média v ramci targetingu,
kdezZe rozpustnost’ HA silne zavisi na pH prostredia, v ktorom sa hachadza. Tento fakt by mohol
byt’ vyuzity pri lietbe nadorovych ochoreni, kde okolo tychto buniek mava pH ~ 5 oproti
zvy¢ajnému pH buniek ~ 7[37].

Hlavnym problémom pri aplikacii HA su jeho relativne slabé mechanické vlastnosti, kvoli
ktorym je nutné pouzit ho v rdmci povlakovania implantatov. NajcastejSim spdsobom
povlakovania je plazmové sprejovanie. NajdolezitejSou vlastnost'ou povlakov je dobra adhézia
na substrat. Miera kryStalinity HA po napraseni urcuje rozpustnost’ vyrobenej vrstvy — ¢im
vacsia kryStalinita, tym pomalSie sa bude HA rozpustat. Problémom pouzitia metody
plazmového sprejovania je pouzitie vysSich teplot, ktoré mdéZzu mat’ za nasledok zvySenie
amorfnej zlozky naneseného materialu[38].

2.4Peny

Jednou z hlavnych tloh moderného tkanivového inZinierstva je vyrobit’ nosice, ktoré sa buda
podobat’ architektonicky a mechanicky prirodnym materidlom pri ¢om si uchovaju schopnost’
stimulovat’ vlastné hojenie tkaniva.

2.4.1 Priprava poréznych Struktir

Vseobecne plati, Ze sa na pripravu pien moézu pouzit’ dva zakladné spdsoby (1) vmieSanie
externého plynu mechanicky, nastrek pradu plynu ¢i pouzitie hnacieho plynu alebo (2) vyvoj
plynu in situ. Doélezitym faktorom je stabilizacia peny pred naslednym spekanim. Kvoli
vysokym teplotam potrebnym na vytvrdnutie pien sa pouZzivaji povrchovo aktivne latky, ktoré
znizuj napidtie na rozhrani fazy pena-kvapalina. Toto spdsobi zastabilizovanie systému
a pomaha proti rozpadnutiu pozadovanej Struktiry pocas odparovania kvapaliny. Podla
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rozneho spdsobu pripravy spominaného v texte vysSie delime pripravu pien na niekolko
typov[39].

2.4.1.1 Replika¢na metoda

Spongiova replikaéna metdéda je od svojho patentovania v roku 1963 najpopularnej$ou
a najefektivnejSou metddou na pripravu nosi¢ov na tkanivové inZinierstvo. Uspech prisliicha
najma jednoduchosti @ moznosti pouzit’ ju na 'ubovolny druh keramiky rozpustnej do formy
suspenzie. Sietovanie, ktorého mozno dosiahnut’ touto metddou je povazované za najlepsie pre
pouzitie v ramci nahrady kosti, pretoze jeho Struktira pripomina Spongiovita formu Kosti.
Dal$ou vyhodou je moZnost’ zrezania $pongie (ako nosi¢a pre tito techniku) na pozadovani
vel'kost’ a tym sa priblizit’ potrebam pacienta. Zaroven je mozné presne ovladat’ velkost’ porov
aich objem vo vzorku vyberom Sablony[40].

Tento proces pozostava z impregnacie pripravenej suspenzie z keramického prasku a spojiva
(napr. polyvinyl alkohol na matricu — polymérnu $pongiu. Prebyto¢na suspenzia sa odstrani
z formy, ktora je pyrolyzovand apri zvySenej teplote dochadza k vypaleniu ¢istého
keramickeho vzorku[41].

Obr. 5: fotografia dvoch komercnych hydroxyapatitovych nosicov pripravenych replikacnou metoédou
s r6znou porozitou. Prevzaté z[42]

Hlavnhym problémom tejto metédy je priprava homogénnej suspenzie s dobrymi
reologickymi vlastnost’ami, ktorej adhézia bude dostatocna na udrZanie sa na forme. Suspenzia
musi byt dostatocne tekuta, aby prenikla do poérov polymérnej Spongie pri jej stlacani
a expanzii, zaroven vsak natol’ko viskozna, aby na Spongii ostal pozadovany povlak. Pokial
nedojde ku odstraneniu vsetkej prebytocnej suspenzie, objavia sa na vyslednom produkte
uzavreté pory.

2.4.1.2 Priame penenie

Proces priameho penenia patri k najjednoduchsim pripravam poréznych Struktar. Jedna sa
0 vmieSanie plynu ¢i kvapaliny do keramickej suspenzie, ktord sa vd’aka mechanickému
vmieSaniu do suspenzie napeni. Celkova porozita pripraveného vzorku zavisi na objeme
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pouzitd dan¢ho penidla, pricom velkost pérov zdlezi na intenzite mieSania pocas penenia.
Tento sposob sa vd’aka schopnosti pripravit’ vysokoporézne vzorky s kontrolovanou vel'kost'ou
porov pouziva na mnoho aplikacii, ako su napr. membrany ¢i filtre[43].

Na udrzanie napenenej formy pred naslednym susenim a vypalenim je potrebné pouzit’
povrchovo aktivne latky, ktoré vd’aka svojmu amfifilnému charakteru molekul dokazu znizit
napétie na fazovom rozhrani medzi suspenziou a bublinami, ktoré budu po vysuseni tvorit’ pory
vzorku. Toto funguje avsak iba na kratky ¢as, preto maju takto pripravené peny nizku Zivotnost’
a musia sa ¢o najskor podrobit’ suseniu a ndslednému vypalu[44].

2.4.1.3 Solid freeform fabrication (SFF)

Metoda SFF(,,Solid freeform fabrication®) tiez nazyvana ako rychle prototypovanie
je pocitatom ovladany sposob pripravy nosi¢ov v tkanivovom inzinierstve. Na vytvorenie
modelu sa pouZiva pocitatom podporovany dizajn (CAD), ktory je vykresleny ako subor na
sebe ulozenych vrstiev. Pouziva sa napriklad na pocitatové namodelovanie 3-D kostného
defektu, ktory sa nasledne prevedie na subor vrstiev (slice) a nasledny 3-D model je vyrobeny
za pouzitia napr. stereolitografie ¢i 3-D tlace[45].

Hlavnou vyhodou tejto techniky je mozZnost’ vytvorenia nosi¢a o tvare a rozmeroch, ktoré
presne zapasuju potrebam pacienta. Zaroven je mozné ovladat’ porozitu, prepojenie porov ¢i
poskytovanie biomimetickej Struktury, ktora sa lisi v dizajne a pouzitych materialoch. Hlavnou
nevyhodou su typy polymérnych materialov, ktoré sa na tato techniku vyuzivaju[46].

2.5 Kompozitné materialy

Kompozitné materidly sa skladaju z dvoch alebo viacerych réznych materidlov alebo fazi
jedného materidlu pricom vysledny vyrobok mé vlastnosti, aké nema Ziadna zo samotnych
zloziek. Prirodné biologické materidly ako st kosti, drevo, dentin, ¢i koza st pokladané za
kompozity[47].

2.5.1 Struktira kompozitnych materialov

Vdaka r6znej Struktire vychodzich materidlov dokdZzeme dostat’ rozne vlastnosti.
V tomto pripade méZeme hovorit o roznych vlastnostiach kompozitov vd’aka — tvaru
povodnych surovin, objemového zlozenia ¢i ich medzifazového spojenia.

Zakladnymi typmi kompozitov podl'a vyplne matrice su Casticové, vldknité a laminarne
kompozity. Vyplii sa méze lisit’ velkostou &i tvarom materilu. Dal$im delenie kompozitov je
ur¢ené usporiadanim vyplne na orientované a ndhodné kompozity[48].

2.5.2 Aplikacie kompozitnych materialov

Jednym z najdolezitejSich pravidiel biokompozitnych materidlov je, aby kazda zlozka
kompozitu bola biokompatibilna a aby medzifaza medzi zlozkami v Tudskom tele
nedegradovala. Keramické aj polymérne kompozity su povazované za vhodné ndhrady
kosti[49].

2.5.2.1 Kostné nahrady

Mozeme ich rozdelit’ podla ¢asu degradacie na bioabsorbovatel'né, semiabsorbovatelné ci
nedegradabilné. Rychlost’ absorbcie zalezi na mnohych faktoroch, medzi ktoré patria napriklad:
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velkost, distribucia astic, povrch materidlu ¢i porovitost’. Aj nesorbovatel'né materialy dokazu
byt absorbované makrofagmi, pokial' je velkost castic dostatocne mald. VaicsSina
biokompatibilnej keramiky je osteokonduktivna, co znamena, ze kost’ dokdze rast’ na povrchu
materidlu. Niektoré absorbovatel'né keramiky st osteoinduktivne a dochadza ku prerastaniu
materialu kostnym tkanivom[50].

2.6 Sposoby testovania biomaterialov

Pred vypustenim urcitého biomateridlu na trh je nutné overit jeho teoretické vlastnosti
(biokompatibilitu, bioaktivitu, degradabilitu, atd’.) sériou testov. Prvou vinou testovania su testy
in vitro, ktor¢ sa uskuto¢iiuju pomocou umelo udrzovanych buniek ¢i tkaniv. Po uspokojivych
vysledkoch sa prechadza ku testovaniu in vivo na zvieracich modeloch (preklinické skusky)
a nasledne klinické skuasky in vivo na 'ud’och[51].

2.6.1 Invitro testy

In vitro je testovanie, pri ktorom je skimany komponent organizmu izolovany z jeho
zvycajného biologického prostredia na preskimanie jeho urcitych interakcii. Patri pod tzv.
skimavkové pokusy, pretoze sa zvyCajne uskuto¢iuji v testovacich skimavkach, bankéach,
Petriho miskach ¢ mikrotitraénych pipetach. Casto sa pouziva ako prva vlna testovania
subjektov kvoli ich pouzitiu v rdmci biomaterialov.

Kvoli komplexnosti zivych organizmov, nespocetného mnozstva génov, proteinov,
organickych zluCenin ¢i  systému organov v ramci mnohobunkovych organizmov, ich
vzajomnej bunkovej interakcii a rozdielnemu spravaniu, ktoré zavisi na podnetoch ako su
svetlo, teplo, dotyk ainé je tazké pozorovat' interakciu dvoch samostatnych komponentov
a skamat’ ich biologické funkcie. Vdaka in vitro testovaniu sa moéZeme sustredit’ na deje, ktoré
nas zaujimaju a izolujeme deje, ktoré nasej $tadii nie s potrebné ¢i vyhodné.

2.6.1.1 ,,Apatite ability* test

Simulované telesné tekutiny (simulated body fluid — SBF) su roztoky o koncentracii i6nov
podobnych hodnét ako v 'udskej krvnej plazme, ktoré sa pouzivaji na . UdrZuje sa v podobnom
rozmedzi pH a teploty.

Prvou osobou, ktord poukézala na moZnosti pouzitia SBF na povrchové zmeny bioaktivnej
keramike bol Kokubo. Dnes sa SBF pouziva pri biomaterialoch v rdmci pociato¢nych in-vitro
testovania. Upravena SBF (corrected, c-SBF) av§ak nema presné zlozenie ionov o koncentracii
krvnej plazmy, preto boli v ramci viacerych $tadii pokusy o vytvorenie SBF s presnejSou
koncentraciou.  (r-revised, i-ionized, m-modified, n-improved). U r-SBF je celkova
koncentracia ionov rovnaka u krvnej plazmy, u i-SBF zase koncentracia disociovanych ionov.
M-SBF bola navrhnuta, aby mala koncentraciu vsetkych iénov rovnaku, ako u krvnej plazmy,
az na koncentraciu HCO", ktor4 bola nastavena na nasytent hodnotu tekutiny. Po uzavreti
r-SBF a i-SBF v nadobach bolo preukazané, Zze pri teplote 36,5°C nedochadza ku zmene
koncentracii i6nov a pH v priebehu dvoch tyzdiov. Po uplynuti tohto ¢asu dochadza ku
zniZeniu koncentracie HCO™ a zvySeniu pH. Pri pouziti rovnakych podmienok u c-SBF a m-
SBF doslo ku tymto zmenam az po uplynuti 6smych tyzdniov, z ¢oho vyplyva, ze v zavislosti

21



na zmene koncentracie i6nov su tieto dve simulované telesné tekutiny stabilnejsie. Porovnanie
chemického zloZenia krvnej plazmy a SBF je zobrazené v Tab. 2.2 [52].

Tab. 2.2 chemické zloZenie réznych typov SBF

Tekutina Nar K+ Mg*» Ca* ClI- HCO HPO*» SO* TImié¢

Krvna plazma 1420 50 15 25 1030 270 10 05 -
Originalna SBF 1420 50 15 25 1488 42 10 0 TRIS
Upravena (c-SBF) 1420 50 15 255 1478 42 10 05 TRIS
Tas-SBF 1420 50 15 25 1250 270 1,0 05 TRIS
Bigi-SBF 1415 50 15 25 1245 270 10 05 HEPES
Revidovana (-SBF)  142,0 50 15 25 1030 27,0 10 05 HEPES
Modifikovana (n-SBF) 1420 50 15 25 1030 100 10 05 HEPES
lonizovana (i-SBF) 1420 50 1,0 16 1030 270 10 05 HEPES
VylepSend (n-SBF) 1420 50 15 25 1030 42 10 05 TRIS

2.6.1.2 Testy cytotoxicity

Na zakladné testovanie cytotoxicity biomateralov sa pouziva metdda ,,MTT assay* ktora patri
medzi kolorimetrické testovacie metody pre Zivé bunky. Je zaloZend na tetrazoliovej soli MTT
(3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazolium bromid), ktord je pridand ku testovanej
vzorke, kde vd’aka inkubécii v pritomnosti zivych buniek dochadza ku redukcii ZIto sfarbeného
MTT na tmavomodry formazan, ktorého pevna forma sa rozpusti v izopropanole kvoli
homogenizacii pre meranie optickej hustoty vzorky pri vinovej dizke 570 nm. Vdaka
schopnosti MTT reagovat’ iba s metabolicky aktivnymi bunkami je mnoZstvo vzniknutého
formazanu priamoumerné poétu zZivych buniek v testovanej vzorke. Hlavnou vyhodou tejto
metody je jej rychlost’ a presnost’, priCom nie je potrebné pouzitie radioizotopov[53].
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Obr. 6: redukcia MTT na Formazan v pritomnosti zivych buniek, upravené z[54]
2.6.2 In vivo testy

Termin in vivo odkazuje na procedury ¢i experimenty, ktoré st skimané na zivom organizme,
napr. laboratérnom zvierati ¢i ¢loveku. Na rozdiel od in vitro testovanie je tato ¢ast’ potrebna
K uréeniu reakcie celého tela. VzhI'adom na mnozstvo reakcii, ktoré v organizmoch prebiehaju
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simultanne moézeme dostat’ z tychto testov kompletne rozdielne vysledky nez priin vitro
testovani[55].

Preukazanie biokompatibility v ramci in vitro testovania teda neznamena, Ze modZeme
povazovat’ vysledok za kone¢ny. V ramci kompletného vysledku musime podrobit’ skusana
latku d’alsim preklinickym testom.

Vo svojej praci sa budem venovat’ blizsie in vitro testovaniu keramickych kompozitov
v ramci interakcie s SBF.
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Priprava keramickych praskov
3.1.1 Syntéza hydroxyapatitu

Na pripravu hydroxyapatitu (HA) bola vybrana precipitaéna metoda vo vodnom prostredi podl'a
rovnice:

10Ca(NO3)2 + 6H3PO4 + 20NH4OH — Ca10(PO4)s(OH)2 + 20NHsNO3 + 18H.0 1)

Ktorej priprava bola vybrana ako najvhodnejSia podl'a predoslych experimentov[56]. Do
reak¢énej nadoby (Obr. 7) opatrenej elektronickym miesadlom bolo na pripravu 20 g HA
naliatych 75 ml HN3z s 300 ml vody. Po dobu 30 minut sa do reaktoru prikvapkavali vodné
roztoky HzPOs a Ca(NO3)2. MieSanie bolo nastavené na 400 ot./min, ktoré prebiechalo este
nasledujuce 2 hodiny po pridani vSetkych reagentov. Po starnuti roztoku prisla na rad
viacnasobna dekantécia a odstred’ovanie az po dosiahnutie neutralneho pH zvy$ného roztoku.

Obr. 7: fotografia aparatiry na pripravu HA

Dalsim krokom v uprave HA bolo vysusenie produktu v susiarni pri teplote 105 °C. Tymto
Stylom bolo pripravenych niekol’ko sérii HA, kazda z nich charakterizovana na zistenie Cistoty
a nasledné zmieSanie do jednej sady.

3.1.2 Syntéza bioskla 45S5
Na syntézu bioskla bola pouzitd metdda sol-gel podla rovnice:
SiO2 - H20 + 2NaNO3z + Ca(NOg)2 - 4H20 + 2H3PO4 + 3H.0 —
—Si02 - NazO - CaO - P20s + 4HNO3 + 9H.0

2)
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Na pripravu 45S5 sa va¢8inou pouziva ako zdroj SiO» tetraetyl ortosilikat (TEOS), ktory sme
sa kvoli jeho cene pokusili nahradit’ lacnej$im Levasilom s obsahom SiO 40%. Hodnota SiO>
bola stanovena metddou straty zihanim.

Ako prvy sa do kadicky pridala navazka Levasilu, ktora bola okyslend Siestimi kvapkami
HNO3, aby sa upravilo pH (10—1) kvoli kyslej katalyze, ktora predpoklada vznik
nanocastic[57]. Za staleho mieSania na magnetickej miesacke bol pridany zdroj P2Os v podobe
H3PO4, nasledne NaNOs ako zdroj Na-O a ako posledné Ca(NOz). kvéli CaO- 4H20 podla
navazok v Tab. 3.1.

Tab. 3.1 prehlad navdzok na pripravu 5 g Bioskla 4555

Latka MnozZstvo
NaNO3 3,364 g
Ca(NO3); 5,518 g
Levasil 55729
H3POa4 0,290 ml

Sol bol miesany d’alsich 30 minut, a nechal starnat’ 48 hodin. Po zgelovani prislo na rad
susenie pri teplote 105 °C. Rovnako ako pri priprave HA bolo pripravenych viacero sérii 45S5,
ktoré boli po dokladnom charakterizovani zmieSané do jednej sady.

Pripravené latky HA a 45S5 boli na vibraénom mlyne pomleté a podrobené Rontgenovej
difrak¢nej analyze (XRD). Zmerané boli taktiez metody na ziskanie $pecifického merného
povrchu - Brunauer—Emmett—Teller (BET) a vel'kosti Castic.

3.1.3 Priprava zmesi na tvorbu kompozitov

Dalej boli vytvorené zmesi 45S5 s HA v hmotnostnych pomeroch podla Tab. 3.2.

Tab. 3.2 hmotnostny pomer 45S5 a HA v pripravenych zmesiach a ich oznacenie

Nazov vzorky Pomer 45S5:HA
HA 0:1
K 10/90 1:9
K 25/75 1:3
K 50/50 11
4555 1:0

Zmesi boli nasledne premiesané na trepacke hlava-péata po dobu 3 hodin.
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Pre pripravu penovych vzoriek boli vzorky Studované z hladiska spravania pri spekani
pomocou Ziarovej mikroskopie (ZM). Jednotlivé metodiky st popisané v kapitole 3.3.

3.2Vyroba napenenych vzoriek

Na pripravu poréznych kompozitov bola vybratd metdda tzv. priameho penenia vo vodnej
suspenzii. Ako povrchovo aktivna latka bola pouzita komerénd povrchovo aktivna latka
Schdumungsmittel v koncentrcii 0,25 hm.% (na suSinu). Magnetickou mieSackou bol
zhomogenizovany prasok do vzniku suspenzie, do ktorej bol pridany tenzid. Takto napenené
vzorky boli odliate do predpripravenych hlinikovych foriem a pripravené na suSenie. Susiaci
program pozostaval zo susenia pri teplote 50 °C po dobu 4 hodiny, 80 °C na 12 hodin a néasledne
bola suSiarent nastavena na teplotu 110 °C na 3 hodiny. Postupné zvySovanie teploty bolo
pouzité kvoli cielenému, postupnému odparovaniu vody zo vzorky, ¢im sa zabranilo rychlemu
prechodu bublin z vnutornej ¢asti vzorku na povrch a poruseniu poréznej Struktary vzorky.

Vysu$ené peny boli vypalené v kantalovej peci. Teploty spekania boli ziskané z analyzy ZM.

Obr. 8: fotografia napenenych nosicov priamym penenim,po spekani, a) 4555, b) HA, ¢) K 10/90, d) K
25/75, e) K 50/50

3.3Charakterizacia pripravenych materialov
3.3.1.1Réntgenova difrakéna analyza

Pre charakterizaciu struktarneho afazového zlozenia pripravenych vzoriek sme vybrali
analyticki metodu zalozenu na rontgenovej difrakcii. Postupnym menenim uhlov dopadu
rontgenovych lacov dopadajicich na material s krystalickou mriezkou dochadza k rozptylu
ainterferencii odrazenych zvézkov suréitym smerom pdsobenia. Ziarenie, ktoré spini
Braggovu podmienku:

2d-sind=n-A 3)
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ateda dopadajuce monochromatické ziarenie bude mat’ rovnakl drdhova vzdialenost’ ako
ziarenie po odraze, dojde ku pozitivnej interferencii. Tymto sa dosiahne difrakéného maxima,
ktoré je Specifické polohou atvarom pre dany typ atomu. Vystupom tejto analyzy je
difraktogram[58].
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Obr. 9: schéma principu Braggovej podmienky; prevzaté z[59]

Na analyzu boli vzorky pomleté, zhomogenizované a merané na pristroji Empyrean od firmy
Panalytical (vid’ Obr. 10). Pouzita bola medena andda, krok bol nastaveny na 0,013, pricom na
ose X bolo rozmedzie nastavené na 5-90° Théta. Vysledné spektra boli spracované pomocou
programu Highscore, kde porovnanim s databazami (ICOD, ICCD PDF4) boli zistené fazové
zlozenia produktov. Najdené zhodné Struktary v databazi neobsahovali dostatoéné data pre
urcenie semikvantitativneho ¢i kvantitativneho zlozenia.

Obr. 10: difraktometer Empyrean od firmy Malvern Panalytical[60]
3.3.1.2 Stanovenie merného povrchu (BET)

Na urcenie Specifického merného povrchu disperznych/poréznych materialov bola pouzita
metdéda BET, ktorej pravidlo o fyzisorpcii molekdl plynu na povrchu pevnych latok je
zakladom tejto analytickej metddy. lde o rozsirenie Langmuirovej izotermy, kde molekuly
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plynu fyzisorbuji na povrch pevnej latky vo vrstvach, ktoré spolu neinteraguju. Rovnica
izotermy (4) bola navrhnutd Brunauerom, Emmettom a Tellerom, aby presnejsie vystihovala
jej reélny tvar, kde:

c P
Po

a m 4)
a-Py {1+(C —1)p}

0 0

na= objem adsorbovaného plynu pri danej teplote a tlaku

p = rovnovazny tlak adsorbatu, po= saturac¢ny tlak adsorbatu
nm = objem plynu v monovrstve

C = BET konstanta

Kde nm zavisi na hodnotach smernice a absolttneho ¢lena prelozenej priamky[61].

Obr. 11: NOVA 2200 od Quantachrome instruments na urcenie Specifického merného povrchu
latok[62]

Vzorky boli pre meranie navaZzené do meracej cely (s presnost'ou 0,0001 g), cela so vzorkou
bola vlozena do odplynovacej komory, kde bola vzorka za zvySenej teploty a vakua pred
upravena pre samotné meranie, odplynena vzorka bola vloZzena do meracej cely, kde prebiehalo
samotné meranie v tekutom N2, ako adsorpény plyn bol pouzity N2 (4N).

3.3.1.3 Meranie vel’kosti ¢astic

Na zistenie distribucie velkosti ¢astic pripravenych keramickych praskov bolo pouzité meranie
za pouzitia laserovej difrakcie. Funguje na principe lasera odrazeného od meranej vzorky,
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pricom zmena uhla rozptyleného laserového zvizku je nepriamo umerna velkosti Castic.
Vzorky boli merané na Sympatec HELOS (H2568)& RODOS.

Obr. 12: laserovy analyzator velkosti castic HELOS (H2568) &RODOS

3.3.1.4 Ziarova mikroskopia

Patri medzi termické analyzy, ktoré Studujii zmeny vlastnosti skimaného vzorku na zaklade
prednastaveného teplotného programu. Vyhodou tejto analyzy je optické sledovanie rozdielov
vlastnosti materialu pri jeho ohrievani. Vystup je nasledne mozné ako funkciu tvarovej teploty
vzhladom na modifika¢né ¢i tvarové premeny, Struktirne zmeny ¢i mechanické a teplotné
zavislosti.

V nasom pripade boli podrobené ZM vsetky vzorky od pripravy praskov az po pripravy
samotnych zmesi. Hlavnym cielom bolo stanovit’ teploty spekania, ktoré boli pouzité na
vytvrdenie vyrobenych napenenych produktov a porovnanie tepldt na spekanie zmesi oproti
samotnym latkam.

Obr. 13: Ziarovy mikroskop LEITZ 2A-P[63]

3.3.1 Termicka analyza

Vstupné vzorky aj zmesi boli taktiez analyzované pomocou termickej analyzy na pristroji Q600
(TA Instruments). Navazka (cca 30 mg) bola zahrievana krokom 10 °C/min na teplotu 1400
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°C. Spravanie vzoriek v teplotnom poli bolo pozorované z hl'adiska hmotnostnej krivky (TG)
a jej derivacia (DTG) a tepelne sfarbenych reakcii pomocou krivky (DTA).

3.3.2 Testovanie porozity napenenych vzoriek

Na otestovanie porozity pripravenych vzoriek bola pouzita Archimedova metoda merania
hustoty (CSN 623-2), pri ktorom sa dopredu vysusené, zvazené (ms) vzorky v sklenenej nadobe
evakuovali rota¢nou vyvevou po dobu 1 h, nasledne bola pod vakuom pripustenéd kvapalina
0 zn&dmej hustote a cela sUstava bola nad’alej evakuovana. Po uplynuti 1 h boli vzorky prenesené
na analytické vahy opatrené $pecialnym ndstavcom na meranie hustoty. VVzorky sa vybrali na
zavesneé vahy a odvazili pod hladinou (ma), nasledne sa mierne otreli od prevySujucej kvapaliny
a odvazené v hornej Casti vaziaceho nastavca (Mp). Pre vypocet porozity bola pouzita teoreticka
hustota jednotlivych komponentov.

m - pHZO
mp —-m, ) * Preor

-100 5)

Prel = (

Obr. 14: fotografia aparatiry pre meranie porozity keramickych nosicov Archimedovou metédou
3.4Sthdium interakcie pripravenych vzoriek v simulovanej telesnej tekutine
3.4.1 Priprava SBF

Pre stadium interakcie simulujucej telesné procesy bol vybrany fyziologicky roztok (c-SBF)
podl'a Kokuba[52]. Na jeho pripravu bolo do plastovej nadoby, zahrievanej na teplotu 36,5 +
1,5 °C bolo za staleho mieSania magnetickou mieSackou naliatych 700 ml destilovanej vody.
Cely proces bol kontrolovany pomocou pH metru. Do roztoku boli postupne pridavané latky
podl'a poradia v Tab. 3.3. Nasledujuci reagent bol pridany do roztoku az po uplnom rozpusteni
predoslého. Kvoli hygroskopii niektorych latok bolo potrebné navazovat’ ich ¢o najrychlejsie.
Ked'ze ma CaCly najvacsi podiel na neziaducej precipitacii apatitu v naSom roztoku je ho
potreba pridavat pomaly.
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Tab. 3.3 poradie a mnozstvo pridavanych zlucenin na vyrobu 1000 ml SBF

Poradie  Zlu¢enina  MnoZstvo
1 NaCl 8,035¢
2 NaHCOs3 0,355¢
3 KCI 0,225¢
4 KoHPO4.3HO 0,231 ¢
5 MgCl..6H.0 0,311¢g
6
7
8
9

1.0M HCI 39ml
CaCl,.6H,0 0,576 ¢
Na2SO4 0,072 g
Tris 6,118 g

Prvych osem latok bolo pridanych pri vyssie uvedenej teplote, bez ohl'adu na pH roztoku. Po
pridani Na2SOa bol celkovy objem roztoku zvySeny na 900 ml pridanim destilovanej vody.
Pridavanie Tris bolo pomalé pri teplote 36,5 = 1,5 °C kvoli velkému skoku pH a vyzrazaniu
apatitov v roztoku. Teoretické mnozstvo Tris v§ak nestacilo na kone¢nu Gpravu pH o hodnote
7,40 a tak bolo do roztoku pridavané d’alSie mnozstvo Tris. Po dosiahnuti pH 7,30 = 0,05 bola
teplota udrziavana na hodnote 36,5 £+ 0,5 °C a nasledne bol opatrne pridavany d’alsi Tris az po
dosiahnutie pH 7,40. Po ustaleni pH bol roztok ochladeny na laboratérnu teplotu, pridana
destilovand voda na celkovy objem roztoku 1000 ml a uschovany v chlade[64].

[== | ' | B s

.,

Obr. 15: fotografia aparatry na pripravu SBF
3.4.2 Inkubéacia v SBF

Na dalSie testovanie pripravenych poréznych vzoriek boli napenené nosi¢e vlozené¢ do
plastovych néadob s vieckom a nasledne bol pridany roztok SBF. Objem bol spo¢itany podl'a
povrchu a hmotnosti vzoriek podl'a Kokuba[52].

Takto pripravené vzorky boli vlozené do inkubatoru s temperovanou teplotou 36,5 °C po
dobu 3,7, 14 a 21 dni.
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Obr. 16: fotografia inkubatoru na vzorky v SBF
3.4.3 Spektrofotometrické stanovenie prvkov v SBF

Vzhladom na reakcie prebichajuce na povrchu vzoriek avzniku HCA vrstvy sa meni
koncentracia iénov v SBF. Medzi tieto iony patria Ca?* a POs*. Na ich analyzu sme pouzili
spektrofotometrické metody.

DR 2800

Obr. 17: fotografia pouzitého spektrometra Hach Lange DR2800
3.4.3.1 Stanovenie Ca?

Prvym zo stanovovanych koncentracii ionov v SBF bol vapnik, na ktory sa vyuzilo ¢inidlo
Arzenazo 111, &o je metalochromne farbivo s citlivostou na Ca?* a vyuziva sa na stanovenie
vapniku v neutralnych roztokoch a roztokoch s pouzitim tlmi¢ov. Na toto stanovovanie sa
pouzil roztok o koncentréacii 200 pl/l. Na toto stanovenie bola pouzitd metoda kalibraénej
krivky, kde sa pripravili roztoky o koncentracii 0,5 az 5 mmol/l CaCl,. 10 ul analyzované
vzorky bolo nasledne nabratych do kyvety spolo¢ne s 1 ml farbiva Arzenazo Il a stanovované
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pri vinovej dizke 650 nm. Pri normalnom stanovovani sa pouzili rovnaké mnozstva SBF
a farbiva ako pri vytvoreni kalibra¢nej krivky.

3.4.3.2 Stanovenie PO4*

Principom je reakcia fosfore¢nanov s molybdenanom aménnym na fosfomolybdenany, ktoré
su po redukcii roztokmi hydrochinénu a siri¢itanu sodného na molybdenovi modra vhodné ku
spektrofotometrickému stanoveniu. Tato metéda je vhodna pre vSetky druhy biologickych
materialov.

Na toto stanovenie boli pripravené roztoky: 1 | roztoku molybdenanu amoénneho (Mo) (25 g
molybdenanu amoénneho, 500 ml H>O, 300 ml konc. H2SOa), 1 | roztoku hydrochinénu (Hy)
(300 ml H20, 0,5 g hydrochindnu, par kvapiek H2SO4 proti oxidacii) a 100 ml roztoku siri¢itanu
sodného (Na) (20 g siri¢itanu sodného). VSetky roztoky boli pripravené v odmernych bankéach,
doplnené po rysku destilovanou vodou.

Kalibra¢na krivka bola pripravena roztokom (A) dihydrogenfosfore¢nanu amonneho (0,3714
g NH4H2PO4 v 1000 ml H20), ktory bol $tvornasobne zriedeny a tym bol pripraveny roztok
(B), kde 1 ml roztoku obsahuje 25 pg fosforu. Do 10ml odmernych baniek bolo nasledne
pridanych 0,0;0,1;0,2;0,3;0,4;0,5;0,6 a 0,7 ml zriedeného roztoku B, nasledne bol do kazdej
banky pridany 1 ml roztoku Mo, Hy, Na. Kazda banka bola pretrepana a po 30-tich minutach
zmerana pri vinovej dizke 610 nm[65].

Pri stanovovani koncentrécie fosforu v SBF bolo mnozstvo davkovanej SBF 0,1 ml, zvy$né
mnozstva roztokov boli pouzité v rovnakom objeme ako to bolo pri priprave kalibrac¢nej krivky.

3.5 Rastrovacia elektronova mikroskopia

Na pozorovanie interakcie (rastu vrstvy HCA) na povrchu vyrobenych vzoriek bola pouzita
rastrovacia elektronova mikroskopia (SEM) EVO LS 10 od firmy ZEISS.

[
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Obr. 18: skenovaci elektrénovy mikroskop EVO LS 10 od Firmy ZEISS, prevzaté z[66]

Na meranie vzoriek pomocou SEM je potrebné mat’ vodivy povrch sledovaného materialu.
V nasom pripade bolo potrebné vytvorit’ pred meranim na vzorkach vodivu vrstvu, vd’aka ktore;j
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budu pri skenovani povrchu vznikat' vyrazené (sekundarne) elektrony, ktorého miesto bolo
nasledne zaplnené elektronom z vyssej hladiny a doslo k vyziareniu energie vo forme
fotonov[67].

3.5.1 Priprava vodivého povrchu vzoriek

Kvoli nevodivym vlastnostiam pripravenych vzoriek bolo potrebné upravit’ ich povrch pred
samotnym meranim, ¢o v nasom pripade znamenalo vyuzitie vakuového naprasovania pouzitim
vakuovej naprasovacky POLARON SC 7640.

Obr. 19: vakuova naprasovacka POLARON SC 7640, prevzaté z[63]
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1Syntéza keramickych praskov
4.1.1 Hydroxyapatit

Kvoli zvysSenej vytaznosti a Cistote pripraven¢ho prasku bola vyuzitd precipitatna metdda
syntézy s nadbytkom hydroxidu amonného. Po podrobeni pripraveného prasku rontgenove;j
difrakcii sa zistilo, Ze nadbytok hydroxidu (zvysenie pH) vedie ku vzniku ¢ist¢ého HA. Na
premyvanie vzniknutého produktu bola pouzita dekantacia striedand s odstred’ovanim
pridanim destilovanej vody az do zbavenia vSetkych alkalii. Nasledne bol produkt podrobeny
XRD analyze (Obr. 20) na potvrdenie ¢istoty pripraveného prasku. Analyza potvrdila fazovo
Cisty produkt.

v HA
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Obr. 20: réntgenovy zdznam pripraveného HA prasku
4.1.2 Biosklo

Biosklo (45S5) bolo vyrobené sol-gel metédou z dusi¢nanovych a koloidnych prekurzorov
gelovanim. Na pripravu boli otestované dva rdzne typy reagentov. V prvom pripade bolo
zdrojom Na20 a SiO2 vodné sklo. Problém bol avsak s obsahom vody vo vodnom skle a pH,
kvoli ktorému nedoslo ku cielenému zgelovaniu bioskla.

Druhym postupom bolo pouzitie Levasilu (40 hm.% komerény roztok koloidnej siliky
stabilizovany amonnymi ionmi) ako zdroja SiO2 a dusi¢nanu sodného pre Na2O, pri ktorom
doslo ku zgelovaniu solu po 48 h. Po usuSeni a pomleti bola zistena Cistota pripraveného 45S5
rontgenovou difrakciou rovnako ako v pripade HA.

Tu sa zistilo, ze usuSeny gél nie je amorfny, ako sa predpokladalo. Bol zisteny nezreagovany
NaNOs a vyzrazané fosfore¢nany. Struktira sa teda lisila od zloZzenia komeréného zloZenia
45S5. Aj napriek tomu bola d’alej testovana ako vhodny zdroj bioresorbovatelnej zlozky
kompozitu (vid’Obr. 21).
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Obr. 21 réntgenovy zaznam pripraveného 4585 prasku
4.1.3 Charakterizacia pripravenych praskov pre d’alSie pouZitie

Oba nasyntetizované keramické prasky boli podrobené stanoveniu velkosti ¢astic a merného
povrchu.

Velkost ¢astic bola stanovena v radoch pm.

Obr. 22: zdznam merania vel'kosti castic pripravenych keramickych praskov

Vysledné hodnoty strednych velkosti ¢astic st zhrnuté v Tab. 4.1. Stredna velkost’ Castic
45S5 spada do rozmedzia prvého komeréne predavaného produktu na bazi Bioglass® 45S5 —
PerioGlas 90 — 710 um[68]. Pri HA, sa podarilo pripravit’ o jeden rad mensie Castice, ¢o
potvrdzuju aj vysledky merného povrchu, ktoré boli zmerané metédou BET. Hodnoty mernych
povrchov pripravenych praskovych materialov st zhrnuté v Tab. 4.2,
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Tab. 4.1 strednd velkost castic pripravenych keramickych praskov

Vzorka D50 [pm]
HA 19,95
4555 127,58

Tab. 4.2 namerané hodnoty merného povrchu pripravenych praskov

Vzorka Merny povrch [m?/g]
HA 77,23
45S5 4,52

4.2 Priprava a charakterizacia napenenych vzoriek
4.2.1 Priprava kompozitnych vzoriek

Pripravili sme kompozitné zmesi zmieSanim nasyntetizovanych praskov v hm. pomere podla
tabulky 3.1.3. Zmesi boli d’alej charakterizované z hl'adiska urcenia vhodnej teploty spekania.

4.2.1.1 Stanovenie spekacich teplot

Pripravené zmesi boli podrobené ZM a TGA, aby sme dostali teploty spekania a charakterizéciu
teplotne zafarbenych prechodov.

V pripade ZM u vzorky HA prva oblast na Obr. 23 v rozmedzi 800 - 1050 °C pravdepodobne
pripada dehydroxylécii hydroxyapatitu. Nasledne je zrejma druha oblast’ od 1050 do 1250 °C
a od 1250 do 1400 °C. Tieto oblasti pripadaju spekaniu a rozpadu hydroxyapatitu na trikalcium
¢i dikalcium fosfat, z ktorej bola stanovena teplota spekania ¢istého HA prasku 1250 °C[69].
Pri spekani doSlo ku zmrSteniu materialu o priblizne 40 %.
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Obr. 23: zavislost plochy na teplote HA tablety pri merani Ziarovou mikroskopiou, a) grafické
znazornenie, b) obrazové znazornenie

Pri TG-DTA analyze prasku HA mozeme pozorovat rovnaké spravanie ako uZM.
V rozmedzi od 200 do 970 °C analyzy mdzeme pozorovat Viacstupiiovi dehydroxylaciu
s priblizne 4% hmotnostnou stratou. V rozmedzi 1200 — 1400 °C s maximom pri teplote
1220 °C pozorujeme exotermicku reakciu, ktorda moze suvisiet’ so zaciatkom spekania materialu
a s rozpadom povodnej Struktary na TCP. Celkova hmotnostna strata pri tejto analyze dosiahla
7,2 hm. %.

38



100

0.20

I
\ 7.168%
\ 2.067%
\ 0.05-
/'_\\ 0.15
98 ey A 2
/. t 2
Y s 0.04- 5
1.602° ~ o ] 29
N o \ ..... % . 0.10 -
g L e & 3
= ™ ] <]
a 96 < \ .§ 0.03 >
° 1 N — \\\ 1246 73°C g 2
i ) = S % ~005 §
T ; A, T
\ 2 L
\ 8 0.02-
\ =
\ \ 5 L
0.71619 \
%4 48374°C ’ \ E
240.96°C 000
) 1.064% 0.01+
639.13°C ~—
\\*_4 12228506 eV
e /k‘J\V
92— — —— — —-0.05
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Teplota (°C)

Obr. 24: graficke zobrazenie TG-DTA merania vzorky HA

Pri vysledkoch ZM u 4555 mozeme vidiet’ dve oblasti s velkym plognym poklesom, z &oho
°C pravdepodobne

prva prvej pri teplotach 600-700
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a kondenzaciu silanolovych skupin. Druha v teplotnom rozmedzi 880 — 1200 °C odpoveda
spekaniu, z ¢oho sme vybrali dostato¢nt teplotu spekania 45S5 900 °C. Teplota tvorby pologule
pripada na 1050 °C ak uplnému roztaveniu pri teplote 1115 °C. Pri tomto merani bolo
zmrS$tenie materidlu podobné ako pri HA, pribliZzne 40 %.
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Obr. 25: zavislost plochy na teplote 4555 tablety pri merani Ziarovou mikroskopiou, a) grafické
znazornenie, b) obrazové znézornenie

U hodnét z TGA mdzeme pri 45S5 presnejsie pozorovat’ jednotlivé prechody, ktoré mézeme
rozdelit rovnako ako pri analyze ZM na odstranenie adsorbovanej vody, v tomto pripade do
300 °C shmotnostnou stratou 5 %. Dalsiu hmotnostnii stratu reprezentuje kondenzacia
silanolovych skupin v teplotnom rozmedzi 300-500 °C. Od 500 °C pozorujeme najvacsiu
hmotnostnu stratu az 36 %, ktora vznikla z dovodu rozkladu dusi¢nanov do teploty 700 °C. Pr1
teplote 750 °C mdzeme pozorovat mierny exotermicky pik, ktory reprezentuje zaciatok
spekania materialu, po ktorom kon¢i hmotnostna strata pri teplote 900 °C spekanim materialu.
Posledny pik s maximom okolo 1300 °C reprezentuje Uplné roztavenie materialu. Hmotnostna
strata pocas celého merania predstavuje 47,3 hm. % testovaného materialu.
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Obr. 26: grafické zobrazenie TG-DTA merania vzorky 45S5

Z nameranych hodndt ZM pri kompozitnych zmesiach bolo zrejmé, Ze pridavkom 45S5 ku
HA sa budu teploty na spekanie pohybovat’ v rozmedzi teplot tychto dvoch cCistych latok.
Najmensie zmr$tenie bolo pozorované pri K 10/90 s hodnotou necelych 30 %, s pridanym
mnozstvom 45S5 v zmesi stupalo zmrstenie spekanych vzoriek az na 50 % pri K 50/50.
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Obr. 27: zavislost pléch na teplote kompozitnych zmesi K 10/90, K 25/75, K 50/50, a) grafické
znazornenie, b) obrazové znazornenie

U TGA analyzy kompozitov mézeme lepSie pozorovat’ priamu Umeru straty hmotnosti so
zvySovanim hm. % 45S5 v zmesi. Z kriviek hmotnostnych derivacii mozeme ustdit’, Zze sa
vsSetky kompozity spravajii rovnako, jedinym rozdielom su intenzity pikov pri hmotnostnej
derivécii. U vzorky K 25/75 pozorujeme ako u jedinej exotermicky dej pri teplote 1350 °C.
Tato teplota koreluje s hodnotami teplot fazovych premien pri ¢istom HA. Po uvazeni bola pre
vSetky tri vzorky vybrana teplota spekania 1100 °C.

41



100 0.04
L
o] 1.908%
1 L0.03
0.10
96
1 2 3
] 3.170% S
1 % Fo.02
S 94 =
- 5]
- > 005
é £ 1222
b < (=]
2 92 =
= @ -0.01
5.830%
90
Q0
+0.00
88 r
S e 0.9802%
= a)
0: E
86 T T T T T T -0.01
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Teplota (“C)
100 0.08
L
3.092%
0.08+
<o 3.785% 2 e
e
0.06
2
<
2 3
brg 1<
8 90 > 4t 0.04
¥ Z 998
2 o
£ &
= =
9.157%
0Y21
85 +0.02
aio00
1
$ 1.276% J b
0.8348%
80 T T T T T T T 0.00
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Teplota (°C)
100 —+ 0.15
4.900%
3.814%
2.501% 0.10
90 +0.10
=l
£
© 29.87%
T 0.08
= 17.80% = - 0.05
o] I3 -
g g
g =
£ & 0.06
0.8565%
70+ [ 0.00
.04+
60 T T T T T T -0.05
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Teplota (C)

C)

Hmotnostna derivacia (%«

Hmotnostna derivacia (%' “C)

Hmotnostna derivacia (% C)

Obr. 28: grafické zobrazenie TG-DTA merani kompozitnych materialov, a) K 10/90, b) K 25/75, c) K

50/50
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Pri porovnani vysledkov z ZM a TGA mdzeme povazovat za presnejsie vysledky TGA, ktoré
rataja s hmotnostnym Gbytkom vzorky a nie s jeho zmr$tenim. Po uréeni vypal'ovacich teplot
boli pripravené porézne kompozity priamym penenim (in situ) popisané v kapitole 3.2
a nasledne vypalené v kantalovej peci s nasledovnym nastavenim:

Maximalna teplota

Rychlost ohrevu

HA
1250°C

300 °C/h x L.
Pociatoéna teplota Cas na Tmax Koneéna teplota

Rychlost chladenia

25°C K‘i’;“opo"fg“' — 4h 300 °C

600 °C/h

300 °C/h

4555
900°C

Obr. 29: schéma nastavenia kantalovej pece na jednotlivé vypaly napenenych vzoriek
4.2.2 Stanovenie porozity

Vdaka Archimedovej metode stanovenia hustoty keramickych vzoriek sme boli schopni
vypoéitat’ porozitu napenenych kompozitnych vzoriek. Porozita sa pohybovala v rozmedzi 40
az 70 %. Najporéznejsi materidl sa podarilo pripravit’ v pripade Cistého bioskla.

Tab. 4.3 namerané hodnoty hmotnosti, objemovych hmotnosti, hustoty a porozity napenenych vzoriek
pomocou Archimedovej metddy merania hustoty

Suchéa Hmotnost  Objemova Relativna Objem Objem Skuto¢na
vzorka nasiaknutej Hmeotnost® hustota otvorenych uzavretych porozita
[o] vzorky [g] [o/cm-3] [g/cm-3]  pérov [%] porov [%] (%)

HA 1,0135 1,2388 1,8240 59,2 40,7 0,1 40,8
K-10/90 11,1467 1,4650 1,2748 47,6 35,5 17,0 52,5
K-25/75 0,9944 1,5331 1,1062 36,3 60,1 3,6 63,7
K-50/50 0,3523 0,5637 0,9312 31,4 56,0 12,6 68,6

45585 1,0001 1,7652 0,8736 30,4 67,0 2,6 69,6

4.2.3 Pozorovanie fazovych zmien v désledku spekania vzoriek

Po vypaleni boli vSetky vzorky podrobené XRD, aby sa zistili fazové premeny, ktoré sa
uskutocnili pocas spekania. V pripade HA mozeme na Obr. 30 pozorovat cast
hydroxyapatitovej faze premenenej na TCP fazu.
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Obr. 30: porovnanie zlozeni fazi pomocou XRD zdznamov HA pred a po spekani

V pripade 45S5 pozorujeme kompletné vymiznutie dusi¢nanu aj monetitu za vzniku

neznameho fosforeé¢nanu a kremicitanu.
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Obr. 31 porovnanie zlozZeni fazi pomocou XRD zdznamov 4585 pred a po spekani
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Obr. 32 porovnanie zloZeni fazi pomocou XRD zdznamov kompozitnych materidlov po spekani

V pripade kompozitnych vzoriek pozorujeme po spekani pri vzorkach K 10/90 a K 25/75
rovnaké majoritné faze hydroxyapatit (HA) a whitlockit (WH). Obidva tieto mineraly sa
prirodzene nachadzaju v kostiach, pricom sa predpoklada synergicky efekt tychto dvoch fazi.
HA dodava materialu potrebnt tvrdost, zatial' ¢o WH zvySuje schopnost’ osteogenézy buniek.
Pomer tychto dvoch fazi v kosti dosahuje hodnotu 3:1 v prospech HA[70].

U vzorky K 50/50 doslo k najvacSiemu mnozstvu fazovych premien, medzi ktorymi
dominuju wollastonite (WL) a neznamy fosfore¢nan sodno-vapenaty. V recesivnej forme sa tu
nachéadza aj WH rovnako ako u ostatnych kompozitnych vzoriek, avsak faza HA po spekani
tejto vzorky Uplne vymizla. U WL sa taktiez predpoklada vznik hydroxyapatitovej vrstvy po
jeho vlozeni do SBF[71].

4.3,,Apatite ability* test

Na d’alsie testovanie bolo potrebné pripravit' SBF (c-SBF), v ktorych sa testovala schopnost’
rastu novej apatitovej vrstvy na povrchu pripravenych vzoriek.

4.3.1.1 Kontrola hmotnosti vzoriek
Po vysuSeni boli vzorky odvazené, aby sa ich hmotnosti po inkubacii mohli porovnat

s hmotnostami pred vloZzenim do SBF. Vysledné rozdiely v hmotnosti su vyobrazene na
Obr. 33.
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Obr. 33: graficka zavislost hmotnostného rozdielu vzoriek na pocte dni inkubovanych v SBF

Zo zavislosti mézeme pozorovat’ narast hmotnosti pri vzorkach HA, K 10/90 a K 25/75. Pri
vzorke K 50/50 dochadzalo ku mechanickému poskodeniu vzhladom ku slabej pevnosti
a zvysenej rozpustnosti bioskla.

U vzorky 45S5 moézeme pozorovat mierny pokles hmotnosti po siedmych dioch, ¢o si
mozeme vysvetlit' rozpustenim bioskla a vzniknutim koloidu na spodku inkubacnej banky
(Obr. 34). Vzniknuty koloid moézeme pozorovat uvzorky 45S5 po 14 a2l dnoch.
U kompozitov nebol tento jav pozorovany.

Obr. 34: fotografia koloidu vzniknutého na spodku inkubacnej banky vzorky 45S5 (21 dni)
4.3.2 Zmena koncentracie ionov v SBF

Vznikanie novej vrstvy na povrchu inkubovanych vzoriek bolo kontrolované pomocou zmeny
koncentracii POs> a Ca?* vSBF pri kazdej vzorke aporovnavané s pociatoénymi
koncentraciami tychto ionov v SBF pred inkubovanim. Vysledné koncentracie sl zobrazené na
Obr. 35 a Obr. 36.
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Obr. 35: graficka zavislost zmeny koncentrdcie fosforecnanovych ionov v SBF na pocte dni

inkubovanych vzoriek

Na Obr. 35 mézeme vidiet’, Ze uz po 3 ditoch doslo pri vzorkach K 10/90, K 25/75 a K 50/50
ku spotrebovaniu takmer v§etkych PO4> z SBF. U vzorky HA sa spotrebovali takmer vsetky
PO+ i6ny po siedmych diioch. Pri 45S5 doglo pri 14 ditoch ku zvyseniu koncentréacie v roztoku

SBF, ¢o podporuje tedriu rozpustenia bioskla v SBF a vzniknutia koloidu na spodku inkubacne;j
banky.
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Obr. 36: grafickad zavislost zmeny koncentracie viapenatych iénov v SBF na pocte dni inkubovanych

vzoriek

V pripade Ca®" i6nov sa koncentracia pri vzorke HA udrziavala podas celych 21 dni na
priblizne rovnakej hodnote bez vyraznej zmeny. U 45S5 mdzeme pozorovat pokles
koncentracie pri siedmych dnioch a nasledné stipanie koncentrécie pri 14 a 21 dioch, ¢o znova
podporuje tedriu rozpustenia bioskla atvorby koloidu. Podobny trend ukazuje aj vzorka
K 50/50, u ktorej taktiez doslo ku klesnutiu koncentracie testovanych ionov po siedmych diioch
a naslednom stupani koncentracie pri 14 a 21 diioch. S mensim podielom bioskla v testovanych
vzorkach (K 10/90, K 25/75) mozeme sledovat’ narast koncentracie pocas celého testovania.
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433 SEM

Dal$im krokom v $tadiu interakcie SBF s napenenymi vzorkami bolo pozorovanie rastu noveh
vrstvy na povrchu vzoriek pomocou skenovacej elektronovej mikroskopie.

7\Lv K 4 X £ AN TR

SEM —— ENT - 15.00 KV
EVOLS 10 : WD = 10.5 mm
w2esms | Mao- 500K X

SEM D EHT = 15.00 kv Signal A = SE1 I Probe = 150 pA .
EVO LS 10 i WD = 17.5 mm Image Pixel Size = 29.03 nm Width = 29.73 pm ZEISY
1024 * 768 Mag = 10.00 K X Chamber = 2.25¢.003 Pa High

Obr. 38 snimka SEM HA po 21 dioch v roztoku SBF, priblizenie 10000x
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Na Obr. 37 moézeme vidiet po 7 dioch porastent takmer celd vzorku novou vrstvou
s hladkou, lameldrnou Struktirou. Na kvalitativne zhodnotenie vzniknutej Struktury bolo na
vzorkach po 14 dioch prevedené EDS meranie, ktoré potvrdilo majoritna pritomnost’ Ca, P
a 0. Vysledky EDS analyzy su zobrazené na Obr. 39. Na Obr. 38 mozeme lepSie pozorovat’
nepravidelnost’ vznikajtacej lamelarnej vrstvy.
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Obr. 39: vysledky EDS analyzy HA po 14 diioch
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1024 * 768 Man= 500 KX Chamber = 1.09¢.003 Pa High 1024~ 768 Mag= S00KX Chamber = 1.250 003 Pa High

a) b)
Obr. 40: porovnanie SEM snimok K 10/90 po a) 0, b) 7 diioch v roztoku SBF, priblizenie 5000x
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Obr. 41: snimka SEM K 10/90 po 21 dioch v roztoku SBF, priblizenie 10000x

Na Obr. 40 mozeme pri K 10/90 sledovat’ novu vrstvu, ktora ma avSak po 7 diioch omnoho
jemnejsiu Struktaru ako samotny HA. Vrstva sice porastla po celej vzorke, no jej rozdielny
charakter mozeme lepsie vidiet' na Obr. 41, kde mézeme pozorovat’ miniatdrne lamely, ktoré
tvoria ,,ochlpenie* celého vzorku.

‘. [\ %,

EHT - 15.00 KV Signal A- SE1 y N G W IProbe - 150 pA -
votswo 2P WD - 120 mm Image Pixel Size = 50.00 nm Width = 59.47 ym ZEISS B PV WD~ 120 mm Image Pixel Size = 50.00 nm Width = 5947 ym ZEISS
o Man= S00KX  Chamber= 2450003 Pa High 024768 Maa= 400KX  Chamber= 1.120003 Pa High

Obr. 42: porovnanie SEM snimok K 25/75 po a) 0, b) 7 drioch v roztoku SBF, priblizenie 5000x
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EVO LS 10 L WD =24.5 mm Image Pixel Size = 29.03 nm Width = 29.73 pm ZEISX
1024 * 768 Mag = 10.00 K X Chamber = 5.41e 003 Pa High

Obr. 43 snimka SEM K 25/75 po 21 dnoch v roztoku SBF, priblizenie 10000x

Na Obr. 42 a Obr. 44 moézeme pozorovat vznik rovnakej Struktary ako pri K 10/90.
S pridanym 45S5 v zmesi m6zeme vSak vidiet’ viacero miest, ktoré nestihli byt’ pokryté novou

vrstvou ani pocas 21 dni v inkubatore. S va¢sim obsahom HA bola nova $truktura schopna rast’
aj v objeme vzorky.

EVO LS 10 - 12 e - 56,08 nr Width = 59.47 pm 2 n Width = 50.47 pm
1024 * 760 Mag = 500 KX Chamber = 9.960 004 Pa High 1024760 Mag = S00KX Chambor = 2316 003 Pa High

Obr. 44: porovnanie SEM snimok K 50/50 po a) 0, b) 7 diioch v roztoku SBF, priblizenie 5000x
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EVO LS 10 L WD =24.0 mm Image Pixel Size = 29.03 nm Width = 29.73 pm ZEISX
1024 = 768 Mag = 10.00 K X Chamber = 3.75¢.003 Pa High

Obr. 45 snimka SEM K 50/50 po 21 drnioch v roztoku SBF, priblizenie 10000x

[/

EHT = 10.00 kY E IProbe = 150 pA
e - 50.08 nr WD - 11.0 mm - 58.08 m Width = 59.47 um
1024 768 Mag= S00KX Chamber = 1.300.003 Pa High 1024 %768 Mag= 500K X Chamber = 4.70e 003 Pa High

Obr. 46: porovnanie SEM snimok 45S5 po a) 0, b) 7 diioch v roztoku SBF, priblizenie 5000x
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Obr. 47 snimka SEM 4585 po 21 diioch v roztoku SBF, priblizenie 10000x

Na Obr. 46 mame porovnanie snimok vzorky 45S5 pred vloZzenim do SBF a po 7 dioch. Zo
vSetkych pripravenych vzoriek bol prave na 45S5 najmenej pozorovatel'ny vznik vrstvy, ktora
na napenenych vzorkach sice rastla, av§ak ani po 21 ditoch nemala pokryty cely povrch plochu
novovzniknutou vrstvou.

Na detailnejsich snimkach kompozitov s priblizenim 10000x (Obr. 41, Obr. 43, Obr. 45)
mozeme pozorovat’ lamelarnu struktiru podobnu s tou vznikajucou na vzorke HA, oproti ktorej
st vznikajice lamely mnohokrat menSie. Vd'aka vysledkom fazového zloZenia kompozitnych
vzoriek po spekani nameraného metédou XRD mozeme pozorovat rozdielnu Struktary
vznikajucu na povrchu vzoriek HA, ktoré po spekani obsahovali fazu hydroxyapatitu a TCP.
Pri kompozitoch K 10/90 a K 25/75 obsahujucich prevazne faze HA a WH sa Struktira
vznikajucej vrstvy 1isi od Cistych vzoriek HA najméa velkostou vznikajucich lamel. Vzorka
K 50/50 dokézala schopnost’ tvorby novej vrstvy na jej povrchu i ked” po vypaleni neobsahuje
fazu HA. Tuato schopnost’ ma pri testovanej vzorke na starosti pravdepodobne WL.

Testované vzorky 45S5 sa ako jediné nepreukazali vznikom typickej apatitovej Struktury na
povrchu vzoriek. V tomto pripade dochadzalo ku vzniku ostrovéekovitej Struktary na rozdiel
od vsetkych ostatnych vzoriek, kde bol pozorovany vznik ucelenej vrstvy. Kvoli nezndmym
fazam po vypaleni vzorky 45S5 avSak nemdzeme s urCitostou potvrdit’, ktora faza fungovala
V nasom pripade ako inhibitor.
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5 ZAVER

Cielom prace bola solgel syntéza praskovych materialov, priprava rozne poréznych
kompozitnych materialov a sledovanie schopnosti rastu apatitovej vrstvy na povrchu
pripravenych materialov interakciou v simulovanej telesnej tekutine.

Boli nasyntetizované vstupné suroviny pre nasledujdcu pripravu kompozitov — pomocou
precipitatnej metody hydroxyapatit SO strednou velkostou ¢astic 19,95 um amernym
povrchom 77, 23 m?/g a pomocou solgel metddy biosklo na béazi 45S5 so strednou velkostou
gastic 127,58 um a mernym povrchom 4.52 m?/g, ktorych fazové zlozenie sa overilo pomocou
XRD. Pripravili sa zmesi zlozené z HA a 45S5, nasledne boli vSetky sady vzoriek podrobené
/M a TGA na zistenie teplt potrebnych na spekanie, rovnako ako spravanie vzoriek pri
tepelnej uprave. Ako optimalna teplota pre spekanie napenenych kompozitnych vzoriek sa
ukazala 1100 °C.

Vsetky zmesi boli napenené priamym penenin in situ a nasledne vypalené v kantalovej peci
pri teplotach ziskanych z analyz TGA a ZM. Vypélené vzorky boli znova podrobené XRD na
Studium fazovych prechodov vzniknutych pri spekani vzoriek.

Sledovanie schopnosti vzniku apatitovej vrstvy na povrchu pripravenych poréznych nosicov
bolo skimané pomocou SEM. Po porovnani vysledkov SEM moézeme konstatovat’, ze vsetky
vzorky vykazovali schopnost’ rastu apatitovej vrstvy na ich povrchu. Z vyslednych snimok je
zrejmé, ze najlepsich vysledkov pri vzniku novej vrstvy dosiahli vzorky ¢istého HA a K 10/90,
ktoré po 21 diioch dosahovali najvacsie pokrytie pdvodného povrchu novou vrstvou.

U vzorky HA sa prirastok skladal z dostickovitych lamel, ktoré su pre apatit typické.
Kompletné porastenie vzorky bolo pozorované uz pri snimkach po 14 dioch. V rovnakom
obdobi sme mohli pozorovat’ vznik menSim lamel rovnakého typu na vSetkych vzorkach
kompozitov, z ktorych najlepsie pokrytie povrchu ukazoval prave kompozit K 10/90. Pri
kompozitnych vzorkach sme mohli pozorovat’ vplyv pomerov réznych fazi po vypaleni vzoriek
rast novej apatitovej vrstvy. Pri testoch po 21 diioch v8ak boli rozdiely medzi K 25/75 a K 50/50
na pozorovanych vzorkdch minimalne. Stale boli viditeI'né miesta, ktoré sa jasne javili ako
pozostatky niektorej z blizsie neur¢enych minoritnych fazi vd’aka zakomponovania 45S5 do
kompozitnych materidlov, avsak oproti pozorovaniu vzoriek po 14 diioch sa ich po¢et naramne
zmensSil.

Popri pozorovani povrchu vzoriek boli sledované zmeny v ich hmotnostiach podl'a poétu dni
inkubovanych v simulovanej telesnej tekutine, rovnako ako zmeny koncentrécii iénov Ca?*
aPOs* v pouzitych roztokoch simulovanej telesnej tekutiny. U vzoriek, kde bol v ramci
pozorovania SEM potvrdeny rast novej apatitovej vrstvy sme zaznamenali postupné a uplné
spotrebovanie POs> idnov a zaroveii narast ionov Ca®*.Tento jav bol pozorovany najma u HA
a kompozitov K 10/90, K 25/75 a K 50/50, zatial’ ¢o vzorky 45S5 mali odli$ny trend.

U vzoriek 45S5 sme boli schopni pozorovat’ zaciatok rozkladného mechanizmu bioskla,
blizsie popisaného v kapitole 2.2.5. Prejavovalo sa to vznikom koloidu na dne inkubaénych
baniek. Tato tedériu potvrdili spektrometrické merania fosfore¢nanovych ionov, kde pri 14
diioch doslo k vyraznému narastu koncentracie POs% v inkubovanej SBF.
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Najlepsich vysledkov vzniku novej vrstvy dosahovali vzorky, u ktorych prevladali faze
hydroxyapatitu, trikalcium fosfatu, whitlockitu a wollastonitu. Vzorky s tymto zlozenim su
vhodné na d’al$ie pokraCovanie v tejto praci na Stadium testovania in vitro ain vivo. Pre
pokra¢ovanie by bolo vhodné lepSie spoznat' kinetiku rastovych procesov na povrchu
samostatnych fazi rovnako ako zlepSenie mechanickej odolnosti ¢i dopovanie prvkami na
dalSie zlepSenie pri pouziti v tkanivovom inZinierstve.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV
HEPES = 2-(4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinyl)etansulfonova kyselina
TRIS = tris(hydroxylmetyl)aminometan
H2S04 = kyselina sirova
TCP = trikalcium fosfat
HA — hydroxyapatit
SBF — simulovana telesna tekutina
XRD - rontgenova difrak¢nd analyza
ZM — ziarova mikroskopia
TG — termogravimetria

DTA — diferen¢nd termogravimetricka analyza

SEM - Rastrovacia elektronova mikroskopia
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Picture-Analysis Hesse-Instruments

Identification: DP RISA HA 28-2-2019 Brno Technical University, Brno Printed: 5/14/2019
Material: Group: PTACEK Date of measurement: 3/4/2019
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S: Start of sintering  A: Deformation B: Sphere C: Hemisphere D: Flowing Temperature / °C
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Identification: DP Risa 4555 Biosklo 28-2-2019Brno Technical University, Brno Printed: 5/14/2019
Material: Group: PTACEK Date of measurement: 3/5/2019
MEASUREMENT PROTOCOL Heating profile:
Segm. | Heating rate |End temp. Dwell time
Characteristic temperatures: 1 5°C/min | 1600°C 00:00
Sintering temperature: ~ 622°C 2
Deformation temperature: 1075°C  Deformation range:  h.d. 3
Sphere temperature: n.d. 4
Hemisphere temperature: n.d. Flow range: n.d. 5
Flow temperature: n.d. 6
DIN 51730 (1998-4) / ISO 540 (1995-03-15) Detemination of sphere temperature according to IBO 71ly for cones

Measurement parameters:

Conditions for new images:

Images: 52 First image at: 100°C
Measured data count: 937 Images at least every —
Tracked corner angle: right Area change: 5%
Operator: Petr Ptacek Corner angle change: 10%
Device: EMI1 Shape factor change: 5%

Measured data folder: D:\EMI2\Daten\G1107200\M1903050

Temperature change: 25°C

Notes:

('n.d."' = 'not determined')

-2°C 00:00:00
Area: 100% Shape factor: 0.745 Area: 9.8%

1075°C

Deformation point

03:49:45

Shape factor: 0.797

Height: 100% Width: 100.% Height: 26.6% Width: 73.8%
Corner angle left: 102° right: 93° Corner angle left: 105° right: 183°
Contact angle left: 93° right: 48° Contact angle left: 53° right: 10°




Picture-Analysis

Hesse-Instruments

Identification:

DP Risa 4555 Biosklo 28-2-2019Brno Technical University, Brno

Printed: 5/14/2019

Material:

Group: PTACEK

Date of measurement: 3/5/2019

00:00:00
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01:55:45

02:00:30

02:05:15




Picture-Analysis Hesse-Instruments
Identification: DP Risa 4555 Biosklo 28-2-2019Brno Technical University, Brno Printed: 5/14/2019
Material: Group: PTACEK Date of measurement: 3/5/2019
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Hesse-Instruments

Identification:

DP Risa 4555 Biosklo 28-2-2019Brno Technical University, Brno

Printed: 5/14/2019

Material:

Group: PTACEK

Date of measurement:

3/5/2019

03:44:45

03:47:00

03:49:30

03:50:00

03:50:45

03:51:00

03:51:15

03:52:00

03:52:15

03:55:00

1115°C

03:57:45




Picture-Analysis Hesse-Instruments

Identification: DP Risa 4555 Biosklo 28-2-2019 Brno Technical University, Brno Printed: 5/14/2019
Material: Group: PTACEK Date of measurement: 3/5/2019
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S: Start of sintering  A: Deformation B: Sphere C: Hemisphere D: Flowing Temperature / °C
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Identification: DP Risa 10-30 Brno Technical University, Brno Printed: 5/14/2019
Material: Group: PTACEK Date of measurement: 3/6/2019
MEASUREMENT PROTOCOL Heating profile:

Characteristic temperatures:

Segm. | Heating rate |End temp.

Dwell time

1 5°C/min | 1600°C

00:00

Sintering temperature: ~ 784°C 2
Deformation temperature: h.d. Deformation range:  n.d. 3
Sphere temperature: n.d. 4
Hemisphere temperature: n.d. Flow range: n.d. 5
Flow temperature: n.d. 6

DIN 51730 (1998-4) / ISO 540 (1995-03-15) Detemination of sphere temperature according to |

Measurement parameters:

BO 7aly for cones

Conditions for new images:

Images: 58 First image at: 100°C
Measured data count: 1282 Images at least every —
Tracked corner angle: right Area change: 5%
Operator: Petr Ptacek Corner angle change: 10%
Device: EMI1 Shape factor change: 5%

Measured data folder: D:\EMI2\Daten\G1107200\M1903060

Temperature change: 25°C

Notes:

('n.d."' = 'not determined')

-2°C 00:00:00

Area: 100% Shape factor: 0.717
Height: 100% Width: 100.%
Corner angle left: 105° right: 95°

Contact angle left: 88° right: 76°




Hesse-Instruments
Printed: 5/14/2019
Date of measurement: 3/6/2019

Picture-Analysis
Identification: DP Risa 10-30 Brno Technical University, Brno
Material: Group: PTACEK
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Identification: DP Risa 10-30

Brno Technical University, Brno

Printed: 5/14/2019

Material:

Group: PTACEK

Date of measurement: 3/6/2019
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Identification: DP Risa 10-30

Brno Technical University, Brno

Printed: 5/14/2019

Material:

Group: PTACEK

Date of measurement: 3/6/2019
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Picture-Analysis Hesse-Instruments
Identification: DP Risa 10-30 Brno Technical University, Brno Printed: 5/14/2019
Material: Group: PTACEK Date of measurement: 3/6/2019
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S: Start of sintering  A: Deformation B: Sphere C: Hemisphere D: Flowing Temperature / °C
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Identification: DP Risa 25-75 Brno Technical University, Brno Printed: 5/14/2019
Material: Group: PTACEK Date of measurement: 3/7/2019
MEASUREMENT PROTOCOL Heating profile:

Segm. | Heating rate |End temp. Dwell time
Characteristic temperatures: 1 5°C/min | 1600°C 00:00
Sintering temperature: ~ 1384°C 2
Deformation temperature: 859°C  Deformation range:  h.d. 3
Sphere temperature: n.d. 4
Hemisphere temperature: n.d. Flow range: n.d. 5
Flow temperature: n.d. 6

DIN 51730 (1998-4) / ISO 540 (1995-03-15) Detemination of sphere temperature according to IBO 71ly for cones

Measurement parameters:

Conditions for new images:

Images: 59 First image at: 100°C
Measured data count: 1283 Images at least every —
Tracked corner angle: left Area change: 5%
Operator: Petr Ptacek Corner angle change: 10%
Device: EMI1 Shape factor change: 5%

Measured data folder:

D:\EMI2\Daten\G1107200\M1903070

Temperature change: 25°C

Notes:

('n.d."' = 'not determined')

-2°C

Area: 100%

Height: 100%

Corner angle left: 93°
Contact angle left: 86°

00:00:00

Shape factor: 0.7
Width: 100.%
right: 93°

right: 88°

859°C

Area: 94%

Height: 97.1%
Corner angle left: 103° right: 90°
Contact angle left: 86° right: 106°

Deformation point

03:06:15
Shape factor: 0.713
Width: 97.4%
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Hesse-Instruments

Identification:

DP Risa 25-75

Brno Technical University, Brno

Printed:

5/14/2019

Material:

Group: PTACEK

Date of measurement:

3/7/2019

00:00:00

00:44:30
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00:56:45

176°C
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01:21:45
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01:36:15
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01:45:45

01:50:30

01:55:15

02:00:15

02:05:00
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Hesse-Instruments

Identification: DP Risa 25-75

Brno Technical University, Brno

Printed: 5/14/2019

Material:

Group: PTACEK

Date of measurement: 3/7/2019
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Hesse-Instruments

Identification: DP Risa 25-75

Brno Technical University, Brno

Printed:

5/14/2019

Material:

Group: PTACEK

Date of measurement:

3/7/2019

03:44:45

1075°C
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Picture-Analysis Hesse-Instruments
Identification: DP Risa 25-75 Brno Technical University, Brno Printed: 5/14/2019
Material: Group: PTACEK Date of measurement: 3/7/2019
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Identification: DP Risa 50-50 Brno Technical University, Brno Printed: 5/14/2019
Material: Group: PTACEK Date of measurement: 3/8/2019
MEASUREMENT PROTOCOL Heating profile:
Segm. | Heating rate |End temp. Dwell time
Characteristic temperatures: 1 5°C/min | 1600°C 00:00
Sintering temperature: ~ 1229°C 2
Deformation temperature: 715°C  Deformation range:  h.d. 3
Sphere temperature: n.d. 4
Hemisphere temperature: n.d. Flow range: n.d. 5
Flow temperature: n.d. 6
DIN 51730 (1998-4) / ISO 540 (1995-03-15) Detemination of sphere temperature according to IBO 71ly for cones

Measurement parameters:

Conditions for new images:

Images: 223 First image at: 100°C
Measured data count: 1403 Images at least every —
Tracked corner angle: left Area change: 5%
Operator: Petr Ptacek Corner angle change: 10%
Device: EMI1 Shape factor change: 5%

Measured data folder:

D:\EMI2\Daten\G1107200\M1903080

Temperature change: 25°C

Notes:

('n.d."' = 'not determined')

-2°C 00:00:00

Area: 100%

Height: 100%

Corner angle left: 97°
Contact angle left: 162°

Shape factor: 0.587
Width: 100.%

right: 97°

right: 12°

715°C

Area: 108.2%
Height: 106.2%
Corner angle left: 110°
Contact angle left: 83°

Deformation point

02:36:45

Shape factor: 0.684
Width: 83.7%

right: 126°

right: 139°
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Hesse-Instruments

Identification: DP Risa 50-50

Brno Technical University, Brno

Printed:

5/14/2019

Material:

Group: PTACEK

Date of measurement:

3/8/2019
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Hesse-Instruments

Identification: DP Risa 50-50

Brno Technical University, Brno

Printed: 5/14/2019

Material:

Group: PTACEK

Date of measurement: 3/8/2019
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Identification: DP Risa 50-50

Brno Technical University, Brno

Printed:

5/14/2019

Material:

Group: PTACEK

Date of measurement:

3/8/2019
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Identification: DP Risa 50-50

Brno Technical University, Brno

Printed:

5/14/2019

Material:

Group: PTACEK

Date of measurement:

3/8/2019

01:48:30

01:50:00

01:50:15

01:50:45

01:51:00

01:51:45

01:53:15

01:54:45

01:56:00

01:58:30

01:59:00

01:59:45

02:04:30

02:09:00

02:09:15

02:11:00

02:14:15

02:16:45

02:17:45

02:18:15




Picture-Analysis

Hesse-Instruments

Identification: DP Risa 50-50

Brno Technical University, Brno

Printed: 5/14/2019

Material:

Group: PTACEK

Date of measurement: 3/8/2019
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Identification:

DP Risa 50-50

Brno Technical University, Brno

Printed:

5/14/2019

Material:

Group: PTACEK

Date of measurement:

3/8/2019
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Printed: 5/14/2019
Date of measurement: 3/8/2019

Picture-Analysis
Identification:
Material:

DP Risa 50-50 Brno Technical University, Brno

Group: PTACEK
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Identification:

DP Risa 50-50

Brno Technical University, Brno

Printed: 5/14/2019

Material:

Group: PTACEK

Date of measurement: 3/8/2019
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Identification: DP Risa 50-50

Brno Technical University, Brno

Printed:

5/14/2019

Material:

Group: PTACEK

Date of measurement:

3/8/2019
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Identification: DP Risa 50-50 Brno Technical University, Brno Printed: 5/14/2019
Material: Group: PTACEK Date of measurement: 3/8/2019
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Identification:

DP Risa 50-50

Brno Technical University, Brno

Printed: 5/14/2019

Material:

Group: PTACEK

Date of measurement: 3/8/2019
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Identification:

DP Risa 50-50

Brno Technical University, Brno

Printed: 5/14/2019

Material:

Group: PTACEK

Date of measurement:

3/8/2019
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Identification: DP Risa 50-50 Brno Technical University, Brno Printed: 5/14/2019
Material: Group: PTACEK Date of measurement: 3/8/2019
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S: Start of sintering  A: Deformation B: Sphere C: Hemisphere D: Flowing Temperature / °C



