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ABSTRAKT

Hoic¢ik a jeho slitiny jsou zajimavé materidly diky tad€ svych fyzikalnich vlastnosti.
Maji znaény potencial zvlasté v medicinskych aplikacich, kde mohou slouzit jako material
pro vyrobu ortopedickych a kardiovaskularnich implantat.

Nevyhodou téchto materidlii je jejich citlivost ke korozi. V dusledku toho je potfeba znat
korozni vlastnosti hotCiku a jeho slitin v kontaktu s latkami, které se vyskytuji v lidském téle.

Hyaluronan je polysacharid, ktery je pfirozené pfitomen v lidském téle a muze interagovat
s implantaty.

Tato diplomovd priace se zabyvda vlivem nizkomolekularntho (80-130 kDa)
a vysokomolekularntho (1 500-1 750 kDa) hyaluronanu na korozni vlastnosti hoi¢ikové
slitiny AZ31 v prostfedi dvou simulovanych fyziologickych roztoki (0,9 % NaCl a synovidlni
tekutina). Metody potenciodynamickd polarizace (PD) a elektrickd impedanéni
spektroskopie (EIS) byly vyuzity pro elektrochemické testy. Povrchovd analyza
byla provedena pomoci rentgenové fotoelektronové spektroskopie (XPS) a rastrovaciho
elektronového mikroskopu (SEM), aby se odhalilo chemické sloZeni koroznich produktt
a morfologie povrchu po korozi.

KLIiCOVA SLOVA

Koroze, hot¢ikova slitina AZ31, hyaluronan, simulovany fyziologicky roztok



ABSTRACT

Magnesium and its alloys are interesting materials due to their many physical properties.
They have considerable potential, especially in medical applications, where they can serve
as a material for the production of orthopedic and cardiovascular implants.

The disadvantage of these materials is their sensitivity to corrosion. As a result, it is necessary
to know the corrosive properties of magnesium and its alloys in contact with substances
that occur in the human body.

Hyaluronan is a polysaccharide that is naturally present in the human body and can interact
with implants.

This master's thesis deals with the influence of low molecular weight (80—130 kDa) and high
molecular weight (1 500—1 750 kDa) hyaluronan on the corrosion properties of magnesium
alloy AZ31 m the environment of two simulated physiological solutions (0,9 % NaCl
and synovial fluid). Potentiodynamic polarization (PD) and electrical impedance spectroscopy
(EIS) were used for electrochemical tests. Surface analysis was performed using X-ray
photoelectron spectroscopy (XPS) and scanning electron microscopy (SEM) to reveal
the chemical composition of the corrosion products and the surface morphology
after corrosion.

KEYWORDS

Corrosion, magnesium alloy AZ31, hyaluronan, simulated physiological solution
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1 UVOD

Komeréné dostupné ortopedické materidly (titan, nerezovd ocel...) nejsou biologicky
odbouratelné a maji mnohem vys$§i hodnoty nékterych mechanickych vlastnosti (pevnost,
tvrdost...) nez kosti. Pomala korozni rychlost téchto materidli mize vést k riznym negativnim
dopadtiim, jako jsou napi. zanéty tkani a alergické reakce. A jelikoZ se tyto kovové implantaty
v lidském téle spontanné nerozkladdaji, je tifeba provést dalsi chirurgicky zakrok
pro jejich vyjmuti.

Vhodn¢;jsi variantou je pouziti biologicky odbouratelnych kovili. Zde se nabizi hoit¢ik, jelikoz
mé& pfirozenou schopnost biologického rozkladu. Tim je moZzné zabranit
druhému chirurgickému zdkroku. PrekaZzkou je jeho pfili§ vysokd rychlost koroze
ve fyziologickém prostiedi. OvSem k vylepSeni se da vyuzit hoicCikovych slitin
s vhodné zvolenymi legujicimi prvky nebo pfiprava povlakii na jejich povrchu.

vvvvvv

vyznamné méni korozni chovani slitin konven¢nich materidlti. Hyaluronan je negativné nabity
linearni polysacharid tvofici kovalentni strukturu, kterd se sklada z B-D-glukuronové kyseliny
a N-acetyl-B-D-glukosaminu. Hyaluronan je duleZitou sloZzkou mezibunééné hmoty
a synovidlni tekutiny kloubu. Ddle poskytuje vhodné prostfedi pro rist bun€k a je zapojen
do riznych biologickych funkei.

Hyaluronan existuje ve vice formach. V této priaci je pouzit nizkomolekularni
a vysokomolekularni. Kazdy ma své specifické vlastnosti, které se mohou promitnout
na rychlosti koroze materidlfi, se kterymi je hyaluronan v kontaktu.

Literatura se ovSem zabyva pfedev§im vlivem hyaluronanu na korozi implantatd
z nedegradabilnich kovi, jako je ocel, nebo slitiny titanu. Poznatky o dopadu hyaluronanu
na korozni chovani hoi¢iku a jeho slitin schazi. Proto se tato price zabyvd vlivem
hyaluronanu na korozi hoi¢ikové slitiny AZ31 ve fyziologickém prostredi.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Implantaty

Materidly, které urychluji hojeni zlomenin a napomadhaji regeneraci kosti, maji obrovsky
potencidl pro pouziti vortopedii [1]. Docasné¢ ortopedické zdravotnické prostiedky
jako jsou Cepy, Srouby, tyCe a dlahy se obecné pouzivaji k zajisténi zlomenin kosti [2].
Predstavuji dulezitou tfidu materiali pro ndhradu tvrdych tkéani [3].

Implantat je zdravotnicky prostiedek, ktery se vklada do téla ¢lovéka/zivocicha, a vyuziva
se za ucCelem nahrazeni chybé&jici biologické struktury, podpory poSkozené struktury
nebo zlepSeni stavajici struktury [4].

Tyto biomateridly jsou pouzivany v riznych castech lidského téla, naptiklad jako umélé
ventily v srdci, stenty v krevnich cévach, rekonstrukce mocovych cest, nebo nahradni
implantdty pro ramena, kolena, kycle, kolena atd. [5].

Aby se implantaty daly pouzit ve fyziologickém prostiedi, je tfeba prokazat jejich vynikajici
biokompatibilitu, dobré mechanické vlastnosti, vynikajici odolnost proti korozi a vysokou
odolnost proti navée [4].

Implantaty jsou Siroce pouzivany jako ortopedické, kardiovaskularni a v nékterych ptipadech
1oralni [4].

Aplikace implantath se li§i v zdvislosti na riznych poZzadavcich. Pozadavkem miize byt
napiiklad hojeni a stabilizace zlomenych kosti pomoci Sroubll, ty¢i a dlah. Dale se muze
jednat o ndpravu deformit, jako je abnormalni zaktiveni patete, nebo zlepSeni funkce orgdnti

[4].
2.1.1 Kovové implantaty

Archeologické ndlezy starovékych lidskych koster ukazuji, ze k pouziti kovovych implantati
dochdzelo jiz pied n¢kolika tisiciletimi [6].

K vyrobé ortopedickych a kardiovaskularnich implantatd se obvykle pouZivaji inertni kovy
jako je titan, nerezovd ocel a slitiny kobaltu a chromu, a to diky jejich vynikajicim
vlastnostem jako jsou — odolnost vii¢i korozi, biokompatibilita a odpovidajici mechanické
vlastnosti [6].

Volba materidlu je diilezitd pro vyrobu implantatu, nebot’ nevhodny materiadl mize zplsobit,
ze telo implantat nepfijme a muze dojit k jeho selhani a zaroven ubliZeni na zdravi pacienta

[5].

Titan a jeho slitiny se povazuji za slibné materidly pro implantaty pro nahradu kosti. Titan
ma nizkou hustotu (4,5 g/cm3), vhodny modul pruznosti (105-116 GPa), vyznamnou odolnost
proti korozi, a také je biokompatibilni a netoxicky v prostiedi lidského téla [1].

Nejrozsitenéjsi ocel pro medicinské pouziti je ocel typu 316L. Diky vysokému obsahu Cr,
ktery vytvati na povrchu pasivacni vrstvu, se tato ocel vyznacuje jako korozivzdorna [7].



Slitiny na bazi Co-Cr koroduji pomaleji ve srovnani s nerezovou oceli a jsou odolnéjsi
v prostiedi bohatém na chloridy. Je to kvili tvorbé pasivni vrstvy Cr,O3 v prostiedi lidského
cen¢ v porovndni s jinymi implantidty na bazi titanu. VéEtSinou se pouziva v jednoduchych
roztocich anorganickych soli [8].

2.1.1.1 Nevyhody kovovych implantatit

Komercné dostupné ortopedické materidly nejsou biologicky odbouratelné a maji mnohem
vys$$i hodnoty nékterych mechanickych vlastnosti (napt. pevnost, tvrdost, pruznost) nez kosti
[1]. Ptispivaji k riznym negativnim UCinkiim, jako jsou napf. zanéty lokalnich tkéni
a alergické reakce v dusledku potencidlniho uvolinovani cytotoxickych ionta [1,4]. K dalSim
zaporim patii tzv. ,stress shielding“, ktery je zplsobeny kovovymi implantaty,
jejichz moduly pruznosti jsou vysSi nez moduly pruznosti piirozené lidské kosti.
Stress shielding nastdva tehdy, pokud implantdt nese vEtsi zatéz nez sousedni kostni tkané,
coz v konecném dusledku vede ke ztraté hustoty kosti, nebo sniZeni ristu novych kosti [1].

JelikoZz se tyto kovové implantity (dlahy, Srouby a draty) v lidském téle spontdnné
nerozkladaji, je tfeba provést druhy chirurgicky zakrok pro jejich vyjmuti a s tim souvisejici
nezbytnd dal$i 1écba. Opakované operace zvySuji nejen ndklady, ale predstavuji i1 zatéz
pro pacienty a lékatsky personal [3].

Tekutiny reaguji s kovovymi implantity a mohou uvoliiovat kovové ionty v téle. Uvolnéni
kovovych ionti, jako jsou Ni**, Cr’* a Cr®*, miize vyvolat nezadouci reakce v téle a zptisobit
vazna zdravotni rizika [4].

Nerezovd ocel je ve fyziologickém prostiedi nachylnd ke korozi kviili pfitomnosti
vyznamného mnozstvi chloridd v lidském téle. Degradaci oceli mohou vzniknout
a akumulovat se zanétlivé castice hydroxidu Zeleza ve tkdnich. Ptesto se nerezova ocel bézné
pouziva pro vyrobu implantatii kvili jeji ekonomické dostupnosti [1].

Krom toho dalsi legujici prvky, jako napft. nikl, mtize vyvolat toxické t¢inky nebo alergické
reakce a zplsobit tak v organismu fadu nepfiznivych reakci. V krajnim ptipadé¢ mlze dojit
az k odmitnuti implantatu [9].

2.1.1.2 ReSeni problémii kovovych implantitii

Implantat z inertniho materialu umoziuje obnovit funkci tkané, ale zlstava trvale na svém
misté, coz mize vést k nezddoucim disledkiim, jak bylo uvedeno vyse [6]. To vedlo k hledani
alternativ v podob¢ biologicky rozlozitelnych biomaterialti, které by postupné degradovaly
v téle az do doby zhojeni tkané [1].

Je tfeba pouzivat biologicky odbouratelné kovy s lepSimi mechanickymi vlastnostmi,
vybornou biokompatibilitou, bez biotoxicity a s vhodnymi degrada¢nimi vlastnostmi
s ohledem na rychlost hojeni tkani [10].

RozlozZitelné implantity maji vyhodu uUplného hojeni tkdni s obnovenim funkce [6].
Ve skutecnosti se béhem procesu hojeni mechanické tuhost/sila do¢asnych implantatt pomalu
snizuje, zatimco okolni tkan znovu ziskavd pevnost. NeSkodnd degradace materidlu
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implantatu eliminuje potfebu druhého chirurgického zdkroku, ktery se bézné€ provadi
za ucelem odstranéni implantatu, jakmile se tkan zcela uzdravi [4].

Polymery a kovy jsou dvé tfidy materiali, které jsou intenzivné zkoumany pro ptipravu
biologicky odbouratelnych implantatt v lidském téle [4].

Z kovovych materidli ma zvlastni potencial v tomto sméru hoic¢ik a jeho slitiny [3].
Jejich klady jsou popsény v nésledujici kapitole.

2.1.2 Implantaty z hoi¢iku a jeho slitin

Klinicka aplikace biologicky odbouratelnych materiali na bazi Mg je hmatatelnou vizi
v docasnych ortopedickych implantitech [1]. V poslednich letech jsou komeréné dostupné
prvni hieby (Magnezix, Milagro) vyrobené =z hoicikovych slitin, které jsou usp&sné
aplikovany do téla [11]. Hoi¢ik a jeho slitiny maji pfirozenou schopnost biologického
rozkladu a je tak zabranéno druhému chirurgickému zakroku. Ddle vykazuji vynikajici
biokompatibilitu a nebyly dosud zaznamenany Zzadné kritické toxické limity nebo vedlejsi
ucinky [1,4]. Diky své vysoké pevnosti, taznosti a dobré odolnosti vii¢i korozi jsou materidly
na bazi Mg vhodné k vyrobé docasnych implantath [3].

Mg** ionty, které se uvoliuji béhem implantace a degradace, jsou soudasti b&zného
metabolismu [1]. Nadbyte¢né mnozstvi Mg** iontii je vyluGovéano z lidského téla moéi [6].

Mg** jonty jsou étvrtym nejdostupngj$im kationem v lidském t&le. Ve zdravém téle ¢lovéka
o hmotnosti 70 kg je ulozeno 25-35 g Mg. Vice nez polovina celkového fyziologického
hot¢iku je pfitomna v lidskych kostech. Pfiblizné 35-40 % celkového Mg se nachazi
v mékkych tkanich, nasledovanych krevnim sérem. Krom¢ toho se Mg také ucastni vice
nez 300 enzymatickych a adenosintrifosfatovych reakci v lidském téle. Hoi¢ik je nezbytny
pro lidsky metabolismus jako kofaktor mnoha enzymu a je dobfe znamo, ze ionty hoic¢iku
usnadiuji hojeni tkani [1].

Modul pruznosti hotciku (40-45 GPa) Iépe odpovidd hodnoté ptirodni kosti (3—20 GPa)
ve srovnani s béznymi kovovymi materidly, jako je nerezova ocel (200 GPa), slitiny na bazi
kobaltu (230 GPa) nebo slitiny na bazi titanu (115 GPa) [10]. Stejné tak hustota hoi¢iku
(1,74-2,0 g/em?) odpovida hustoté kosti (1,79 g/cm?®) [10,12]. JelikoZ jsou mechanické
vlastnosti podobné pfirodni kosti, mohou se vyznamné snizit problémy ortopedickych
implantat spojené s vyskytem stress shielding [4].

2.1.2.1 Nevyhody hoicikovych implantatii

Hlavni ptfekazkou klinického pouziti hot¢iku a jeho slitin je dan jejich pfili§ vysokou rychlosti
koroze ve fyziologickém prostiedi (pH 7,2-7,4), které krom anorganickych minerali obsahuje
také rozpustény kyslik, bilkoviny a chloridové a vodikové ionty [10]. Tim materidl ztraci
mechanickou integritu a tkan¢ tak nemaji dostatek casu na uzdraveni [3].

Elektrochemickd reakce zahrnuje tvorbu vrstev hydroxidu hofecnatého a uvoliiovani vodiku
(Hz). Mg(OH), ptisobi jako docasna ochranni vrstva [1], nebot’ neni stabilni zvIasté
za pfitomnosti chloridovych iontl v tekutiné lidského téla. Pfitomnost chloridovych ionti
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rychle pfevadi vrstvu hydroxidu na vysoce rozpustny chlorid hofecnaty. Zmizeni hydroxidové
vrstvy v dasledku chloridovych iontid urychluje korozi slitin hoi¢iku [4].

Navic rychld koroze hoiciku je spojena 1 s uvoliiovanim plynného vodiku (H;). Vodikové
bubliny se mohou hromadit v plynovych kapsach v blizkosti implantatu. To miize oddalit
hojeni a vést k nekréze tkani [10].

Rozpousténi hoiciku také vyvolava alkalizaci (zvySeni pH) pobliz povrchu implantatu [10].

To muize nepiiznivé ovlivnit fyziologické prostiedi a vést k nevratnym zménam struktury
proteint [10,13].

Z téchto duvodi jsou zapotiebi biokompatibilni implantaty na bazi hoiciku, které si zachovaji
svou mechanickou integritu po celou dobu reparativni fize (4-16 tydnl) v zavislosti
na konfiguraci a umisténi zlomeniny, stavu pfilehlych mékkych tkani a vlastnostech pacienta
(v€k, zdravotni stav, soubézna zranéni/nemoci) [10].

2.1.2.2 ReSeni rychlé degradace

Uprava povrchu je jednim z nejiéinngjsich zptisobti nejen ke snizeni a kontrole degradaéniho
chovéni, ale také ke zlepSeni povrchové biokompatibility hot¢iku. Povrchové modifikace
poskytuji vynikajici zlepSeni koroznich vlastnosti implantatii ze slitiny hot¢iku [10].

Ke zlepSeni korozni odolnosti slitin hof¢iku mohou byt pouzity rizné strategie
jako napt. aplikace povlakil, povrchové Upravy implantatd, nebo legovani [4].

Korozni odolnost hoi¢iku a jeho slitin vyznamné zlepSuji rizné typy povlaka,
vetné polymernich, grafenovych a vapenato-fosfatovych povlaki. Biokompatibilita a dobré
bariérové vlastnosti jsou kliCovym kritériem, které musi povlak spliovat, aby mohly byt
slitiny hot¢iku pouzity jako implantaty [4].

Vépnik a fosfor jsou dva hlavni prvky pfitomné v kostnich mineralech. Povrchova modifikace
slitin hotfé¢iku pomoci Ca-P povlakii tedy mize potencidlné zlepSit biokompatibilitu
potazenych implantatti. Déle jsou Siroce pouZivany silanové povlaky, a to ke zlepSeni korozni
odolnosti riznych slitin hot¢iku v riznych koroznich prostiedich [4].

Ke zlepSeni korozni odolnosti se také pouzivaji aplikace konverznich povlakd,
jako jsou biologicky odbouratelné polymery, vcetné kyseliny polymlééné a polykaprolaktonu.
Odolnost vici korozi se zvySuje s rostouci tloustkou povlaku, zatimco adheze povlaku
se pii tom snizuje [4].

Ke zpomaleni rychlosti degradace Mg se vyuziva také legovani kovovymi prvky [1]. Pouzitim
vhodnych legujicich prvkl Ize zvysSit mechanickou pevnost a korozni odolnost slitin hot¢iku.
Hlavnim problémem je cytotoxicita a dlouhodobé zéanétlivé diisledky téchto prvki. Legujici
prvky je tfeba vybirat peclive, aby byla zachovana biokompatibilita, protoze béhem degradace
budou také rozpustény v télni tekutin€ [10]. Hoi¢ik lze legovat napiiklad zinkem, vapnikem
nebo hlinikem. Krom¢ toho se nyni do oblasti ortopedickych implantatti zavadéji hotéikové
kompozity [1].
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2.2 Materialy pro zhotoveni implantati na bazi hoiciku

Hoi¢ik byl zkouman jako alternativa materidlu pro odbouratelné implantaty. Do této skupiny
se zafadil hlavn¢€ diky svym vlastnostem jako je biodegradace a biokompatibilita [14].

2.2.1 Horcikové slitiny

Dtive byl Mg pouzivan ve své Cisté kovové formé€, kde se nachdzel ptiblizné v 99,9 %,
a zbytek bylo malé mnozstvi necistot. Pouzitim c¢isté kovové formy Mg nejsou poskytnuty
nejlepSi mechanické vlastnosti, ani dostatetnd korozni odolnost pozadovana pro pouziti
v implantatech. Vhodné&jsim feSenim se jevi pouziti slitin [15].

Pouzivani slitin je béznou technikou k vylepSeni vlastnosti riznych materialtt vhodnou volbou
legujicich prvka [14].

vvvvvv

a rozpousténim. Z tohoto ditvodu je tfeba peclivé vybirat piidané prvky a jejich koncentraci,
aby nedoSlo k ptekro€eni pfipustnych hodnot pro télo v toxickém rozmezi a eliminaci
zpusobu vylucovani. Prvky jako vapnik, mangan, zinek a cin jsou pfitomny v celém lidském
téle a jsou dobrou volbou pro bioabsorbovatelné implantity. Naproti tomu slitiny,
které obsahuji prvky jako beryllium, barium, olovo, kadmium a thorium, jsou toxické.
Jiné prvky jako hlinik, bismut, lithium, stfibro, stroncium a zirkonium lze pouzit pouze
v nizkych déavkach [15].

Nejbéznéjsi slitinové prvky zabudované do Mg jsou Al, Zn, Mn, Ca a prvky vzdcnych zemin.
Pouziti prvki, jako jsou prvky vzacnych zemin a Al, je vSak velmi kontroverzni z divodu
znaénych zdravotnich rizik, pokud dojde k ptfekro¢eni pfipustnych koncentraci, viz nize [15].

Hlinik je nejbéznéjsi legovaci prvek hoic¢ikovych slitin a jeho koncentrace se pohybuje mezi
2 a 9 hmotnostnimi procenty. Mg je legovan Al, aby se zvysila jak pevnost, tak odolnost
vici korozi. Spolu se zlepSenou pevnosti této slitiny také vykazuji velmi dobrou slévatelnost.
Obsah Al v Mg pfimo ovliviiuje rychlost koroze slitiny a zvySeni obsahu Al obvykle vede
k nizsi rychlosti koroze [14].

Existuje né&kolik studii, které prokazaly kratkodobou kompatibilitu Mg-Al slitiny,
ale neexistuje zadnd, kterd by prokéazala dlouhodobou biokompatibilitu [14]. Al je také
spojovan s neurologickymi poruchami, které mohou vést k demenci ¢i Alzheimerové chorobé

[6].

Pfidani jinych prvki muze zlepsit nékteré vlastnosti Mg-Al slitiny. Pfidani vapniku ke slitiné
zvysi tepelnou stabilitu, coz vede ke zlepSeni meze kluzu a odolnosti proti teCeni. Obsah
kritickych kontaminujicich necistot musi byt udrzovéan pod toleranc¢nim limitem, aby nedoslo
k zah4jeni elektrochemické reakce [14].

Zinek je nezbytnym esencidlnim stopovym prvkem v lidském téle. Podili se na metabolismu
kosti a funkci imunitniho systému. VétSina obsahu Zn v lidském téle se nachazi ve svalech
a kostni tkéni. Zinek, jako legujici prvek, se pfidava do hotcikovych slitin pro zlepSeni
pevnosti pii bézné pokojové teploté. Pti piidavku Zn by slitina s obsahem Al 7-10 hm. %
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neme¢la prekroCit 1 hm. %. Pfi zméné teploty by dochazelo k vnitfnimu pnuti a k tvorbé
mikropori. Pti vyssich koncentracich existuje podezieni na neurotoxické tcinky [16].

Kremik ve slitinach hot¢iku vede k tvorbé faze Mg,Si, ktery se vyznacuje nizkou mérnou
hmotnosti, vysokou tvrdosti a nizkou teplotni roztaznosti [17]. Vylouc¢enim této faze dochazi
ke zpevnéni slitiny bez ovlivnéni koroznich vlastnosti [18]. Nejvétsi vyhodou téchto kovi
je vysoka teplota tani (1 085 °C) [17].

Mangan se v lidském téle vyskytuje jako zakladni stopovy prvek, ktery se uplatiiuje
pii enzymovych reakcich. Dale ovliviiuje funkci imunitniho systému, rtist kosti a srdzeni krve.
Mangan zvySuje korozni odolnost tak, Zze ve slitinach Mg-Al a Mg-Al-Zn vaze Fe a tézké
kovy na stabilni slouceniny, a tim potlaci jejich skodlivy vliv zplisobujici korozi. Nadmémy
obsah Mn muze vést ke vzniku neurologickych poruch a mize zpisobit vaznou cytotoxicitu
[19].

Tabulka 1, 2 a 3 shrnuji nej¢astéji pouzivané hoi¢ikové slitiny a jejich slozeni [15].

Tabulka 1: Prehled a slozeni hoicikovych slitin s hlinikem jako legujicim prvkem [15]

Slitina Mg [%] Al[%] Zn[%] Si[%] Mn[%] Cu[%] Fel[%] Be[%]
AZ31 96 2,5-3,5 1,3 0,05 0,2 - - -

AZ61 93 6 0,5 0,04 0,15 0,003 0,007 -
AZ91 90,8 8,25 0,63 0,035 0,22 0,003 0,014 0,002
AMO60 93,5 6 0,1 - 0,35 - - -

Tabulka 2: Prehled a slozeni horcikovych slitin se zinkem jako legujicim prvkem [15]

Slitina Mg [%] Zn[%] Zr[%]
ZK30 96,4 3 0,6
ZK60 93 6 1

Tabulka 3: Prehled a slozZeni horcikovych slitin s prvky vzdcnych zemin jako legujicimi prvky [15]

Slitina Mg[%] Y[%] Nd[%] Zr[%] Li[%] Al[%] RE[%]
WE43 93,6 4 225 0,16 _ ] _
LAE442 90 - ; _ 4 4 2

Slitiny Mg-Al-Zn (= hoicikové slitiny AZ) tvoii hlavni skupinu bézné pouZivanych
hot¢ikovych slitin pro tvéafeni s obsahem hliniku od 3 do 9 hm. % a zinku do 1,5 hm. %.
Slitiny jsou dobfe tvarné a svafitelné, jsou vSak malo odolné vii¢i korozi. Slitiny maji dobré
mechanické vlastnosti, vysokou pevnost a znacnou houzevnatost [20].

Pouzitelnost Mg-Al-Zn slitin za vysSich teplot je omezend. Slitina se pouziva napft. pfi vyrobé
blokli motorti, zebiikd, stojant, atd. [20].
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2.2.1.1 Slitina AZ31

Komerc¢ni hotcikova slitina AZ31 ma dobré mechanické a plastické vlastnosti. Pouziva
se k obrabéni, svafovani, tvafeni, 1 na odlitky. Tepelné¢ se nezpracovava, protoZe neni
vytvrditelnd [21].

Slitiny AZ31 jsou diky pfidanému hliniku relativné pevné. Zinek se do slitiny ptidava kvili
dalsimu zvySeni pevnosti. Hlinik ve slitiné spoleéné s manganem zvySuje napéti na mezi
kluzu. Zinek, hlinik 1 mangan celkové zlepsuji korozivzdornost [22].

Na slitin€ AZ31 byla zkouméana koroze a biologicka bezpecnost stentli zavedenych do kraliki.
I, 3 a 6 mésicht po implantaci bylo provadéno CT skenovani (computed
tomography = pocitaCovd tomografie), stent byl odstranén z téla a podroben analyze délky
a hmotnosti. Po jednom mésici implantace si stent zachoval svilj tvar a velikost. Po tfech
meésicich stent jiz degradoval a ztratil vétSinu své hmotnosti. Po Sesti mésicich stent GpIné
degradoval a byl pozorovdn pouze jeho zbytek. Studie dospéla k zavéru o biologické
bezpecnosti stentu AZ31, ale poukézala na potiebu zlepS$it odolnost proti korozi [14].

V jiné studii byly porovnavany kostni Srouby =z Cistého hoi¢iku a ze slitiny AZ31
opé&t implantaci do kraliki. V obou pfipadech byla pozorovana nové tvorba kosti. Po ¢tyfech
tydnech vykazovaly Srouby z Cistého hot¢iku znamky degradace a po osmi a dvanécti tydnech
doslo k degradaci hlavnich ¢asti Sroubd. Na druhé stran€ Srouby slitiny AZ31 nevykazovaly
témet zadné zndmky degradace po Ctyfech tydnech a drobné znamky degradace se projevily
po osmém a dvanictém tydnu. V této studii se potvrdilo, Ze slitina AZ31 ma daleko vétsi
odolnost vii¢i korozi, nez samotny cisty hoi¢ik [14].

2.3 Degradace hoi¢iku a jeho slitin
2.3.1 Koroze Mg

Vnitini reaktivita Mg je vysokd, takze ma vysokou tendenci ke korozi ve vodnych roztocich.
Navic korozni produkty Mg obvykle poskytuji malou ochranu proti korozi ve vodnych
roztocich [23].

Pocatecni rychlost koroze slitin hotf¢iku je Casto pfiliS vysoka a vysoce reaktivni povrch
slitiny hot¢iku muze byt Skodlivy pro biologické prosttedi. Silné probublavani vodiku
probihd, pokud je vzorek holé slitiny Mg zaveden do jakéhokoli typu télni tekutiny.
V kombinaci s tim 1ze pozorovat lokalni alkalizaci v blizkosti povrchu. MnoZstvi koroze Mg
je piimo korelovana s mnozstvim vyvijeného plynného vodiku [13].

Slitiny hot¢iku maji obvykle rychlost koroze podstatné vyssi nez u vysoce ¢istého Mg. Je to
proto, ze slitiny Mg obsahuji matrici a-Mg, jednu nebo vice dalSich fazi, a mohou obsahovat
faze spojené s prvky necistot (Fe, Ni, Cu a Co). Tyto dalsi faze urychluji korozi a-Mg matrice
mikro-galvanickou korozi a obvykle zptisobuji znacné rychlosti koroze. Limity necistot zavisi
také na koncentraci dalSich legujicich prvka [23].

Korozni prostiedi lidského téla sestavéa z roztoku 0,14 M NaCl s malym mnozstvim jinych

anorganickych latek, jako je Ca**, PO, a HCO®. Pfitomnost chloridovych ionti obvykle
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vede ke zrychlené korozi, zatimco fosforeCnany a uhli¢itany mohou podporovat tvorbu
ochrannych (nebo castetné ochrannych) vrstev korozniho produktu. Té€lesnd teplota 37 °C
muze ponekud urychlit korozni reakce ve srovnani s pokojovou teplotou. Normélni pH krve
je 7,4. Krom¢ riznych anorganickych slozek télnich tekutin mize pfitomnost organickych
sloZek, jako jsou proteiny, buiiky nebo bakterie, dale ovliviiovat korozni reakce. Tyto faktory
zpusobuji razné interakce s korodujicim povrchem slitiny Mg. Nekteré z téchto interakcei
jsou shrnuty na obrazku 1 [13].

CO2
2) O 2 OH- 5 o :iektrolyt (SFR)
NN Cj : 3
fakene & i %té Mo .;7
buiika terie WLd w’ 2 %
} Lk
bubliny H> Na* 7
1 Oo 3) om- 5) protein
O Ca** * POT
H?O H2+OH

» Kkyselina
= mlécna

2~ hydr oxyapatlt
V

uslechtild ¢astice

1) koroze Mg 5) zabudovéni uhli¢itanti do filmu

2) OH ionty poskozujici builky  6) reakce chloridovych iontl

3) vysrazeni hydroxyapatitu 7) adherence bunek/proteint k filmu

4) destrukce bakterii 8) komplex Mg kationtt s proteiny slitina Mg

Obrdzek 1: Faktory zpiisobujici interakce s horcikovou slitinou [13]

Biodegradace hoic¢iku v téle 1ze popsat nasledujici reakei (rovnice (1)) [10]:
Mg+2H,0 »>MgOH), +H, (1)

Rozpustny film hydroxidu hofe¢natého vytvaii mirné G¢inou ochrannou vrstvu na povrchu
hot¢iku, kterd zabranuje dalSi korozi ve vod€. Pokud vSak korozivni médium obsahuje
chloridy s koncentracemi nad 30 mmol/l, hydroxid hote¢naty se pievadi na chlorid hofe¢naty
(MgCly), viz rovnice (2) [10]:

Mg(OH), +2ClI" ->MgCl, +2(0OH") (2)
Ve fyziologickém prostfedi jsou pfitomny vysoké koncentrace chloridi v rozmezi

150 mmol/l, coz vede k produkci vysoce rozpustného chloridu hote¢natého, ktery neposkytuje
ucinnou ochranu pied dalsi korozi. Uvoliovani hydroxidovych iontl z hydroxidu hofe¢natého
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pii reakcei s ionty chloru vede k lokalnimu zvySeni hodnoty pH v blizkosti hostitelské tkané
[10].

Krom¢ iontii chloru obsahuje télni tekutina ionty vépniku a fosforeCnanu, které spousti
produkci slouc¢enin MgyCa,(PO4),(OH),, jako je fosforeCnan véapenaty a/nebo fosfore¢nan
hotec¢nato-vapenaty. Tyto komplexni bioaktivni mineralni produkty vytvéieji na povrchu
hot¢iku depozi¢ni vrstvu a inhibuji dalsi korozi a zvySovani hodnoty pH [10].

Krom¢ raznych anorganickych slozek obsahuji t¢lni tekutiny organické slozky,
jako jsou biomolekuly, proteiny, buniky nebo dokonce bakterie, které¢ se mohou adsorbovat
nebo ulpivat na povrchu hoi¢iku a tim ovliviiovat chovani pfi rozpousténi. Pfitomnost
bilkovin a jinych organickych produktti v krvi zplisobuje vytvofeni ochranného povlaku
kolem implantati hoi¢iku zpomalujicich korozi. Proteiny s rychlosti rozpousténi hoic¢iku
se mohou ¢asem meénit, takze mohou nejprve inhibovat a pozdéji urychlit degradaci. Produkty
degradace siln¢ ovliviiuji nésledné kroky degradace na jeho povrchu, jakoZ i biologickou
reakci kostni tkané [10].

Predpovédi degradace jsou obtiZné, protoZe nejen prostiedi implantatu se méni u kazdého
Clovéka jinak, ale také se miize ménit v Case. Proces degradace zac¢ind velmi vysokou
rychlosti a zpomaluje se zvySujici se dobou ponofeni. Hoic¢ikové implantity podléhaji
zna¢nému mechanickému zatiZeni, kdyZ jsou vystaveny télnim tekutindm v duasledku chiize,
béhu a jinych pohybt téla [10].

2.3.2 Invivo,in vitro

V soucasné dobé je k dispozici omezené mnozstvi daji o chovani slitin hot¢iku in vivo
(tj. v ptirozenych podminkéach, ptimo v téle), a zejména o porovndni degradace in vivo
a in vitro (,,ve skle*) [13].

Shoda mezi vysledky koroze in vivo a in vitro silné zavisi na elektrolytu zvoleném
pro laboratorni studie. Anatomické umisténi implantatu i chirurgicky zakrok mohou
také ovlivnit nasledné degradacni chovani. Proto neni dostatek informaci o podrobnych
podminkach in vivo, které by umoznily pochopit ptivod riznych pozorovanych rychlosti
koroze [13].

2.3.3 Simulovany fyziologicky roztok

Pro testy in vitro se pouzivaji misto puvodnich télnich tekutin rizné simulované fyziologické
roztoky (SFR), které je napodobuji chemickym slozenim, viz tabulka 4 [23].
Mezi nejjednodussi zastupce SFR patii 0,9 % NaCl, ktery vSak neposkytuje dobrou shodu
mezi vysledky in vitro a in vivo testy [24].

Hankav roztok (HR) patii mezi bézné vyuzivany fyziologicky roztok. V tomto roztoku
je snizeno mnozstvi vapniku a upravena koncentrace fosfatti. Hoicik muze byt pfidavan
ve form¢ sirantt jako MgSOs. Roztok muize také obsahovat D-glukézu. Roztoky,

jako je Hankiv, byly navrzeny hlavné ke kratkodobému uchovéni Zivotaschopnych bunéck
[25].
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Existuji také SFR, které napodobuji chemické slozeni urcitych biologickych tekutin v téle.
Piikladem je simulovana synovidlni tekutina', kterd se nachdzi v okoli kolenniho kloubu.
Tato tekutina je vhodnd pro testy in vitro, které se zabyvaji korozi implantat. Jak vyplyva
zmé reSerSe, doposud nebyla publikovana prace, ktera by se vénovala korozi kovovych
implantath v prostfedi simulované synovialni tekutiny [27].

Tabulka 4: Slozeni roztoku NaCl, simulované synovidlni tekutiny (SST) a Hankova roztoku (HR)
[25,27,28,29]

0,9 % NaC(Cl SST HR
¢inidlo mnozstvi [g/l] mnoZstvi [g/l] mnoZstvi [g/1]
NaCl 9 8 8
KCl - 0,2 0,4
CaCl, - - 0,14
MgSO4 - - 0,098
Na,HPOj, - 1,44 0,048
KH,PO4 - 0,24 0,06
NaHCO; - - 0,35
D-glukéza - - 1

Chloridové a fosfatové ionty hraji dilezitou roli pfi korozi Mg. Fosfaty jsou dobfe znamé
inhibitory koroze, takze se ofekava, Ze ptitomnost fosforeCnanii snizi rychlost koroze Mg.
Ionty jsou pfitomny v krevni plazmé a syntetickych fyziologickych roztocich, jako je Hankiv
roztok. Tento roztok obsahuje anorganické slozky krevni plazmy v podstaté¢ ve stejnych
koncentracich jako v krvi a mimo to mé roztok niz$i koncentraci hydrogenuhliitanu a vyssi
koncentraci chloridi [23].

Rychlost koroze slitin hoic¢iku se vyznamné liSi v zdvislosti na pouzitém SFR.
Kromé toho miize hrat rozhodujici roli i typ pouzitého pufru. Vzniklé produkty koroze
ovliviiuji rychlost koroze, pficemz u tézko rozpustnych produktii koroze se neuskutecni uplna
degradace implantitu. Misto toho dochdzi k postupné preméné kovového materidlu
na korozni produkty [13].

Rlzné korozni vrstvy vytvofené na povrchu Mg v SFR a v médiu bunécéné kultury
(anorganickeé slozky, aminokyseliny, gluk6za) ovlivituji nasledné chovani pii ochrané
protikorozi. V médiu se tvofi na povrchu Mg typicky vice ochrannych vrstev.
Diky témto vrstvam byla prok4zéna aZz dvacetkrat vyssi odolnost proti korozi, nez u Cerstvé
ponofeného vzorku. Prifezova charakterizace vzorkli ukazala vytvofeni dvojvrstvého
korozniho produktu na povrchu, ktery se skldda z vnitini porézni vrstvy a kompaktni vnéjsi
vrstvy. Vys$§i hodnota pH zpomaluje rozpousténi Mg, coz zpomaluje tvorbu bublin
a napomaha vytvareni kompaktni korozni vrstvy na povrchu [13].

'Synovialni tekutina je &ird viskozni tekutina, ktera vypliiuje viechny dutiny v synovialnich kloubech. Funguje
jako pfirozeny lubrikant t€la, ktery chrani tkané pted poskozenim béhem pohybu. Jedna se o ultrafiltrat krevni
plazmy, ktery si uchoval vétsinu svého slozeni elektrolytu a organickych molekul s nizkou molekulovou
hmotnosti. Tento linearni polymer tvoii voln¢ zapletenou sit’, kterd miize podstoupit vyznamné stupné deformace
(zavisi na zménach koncentrace a molekulové hmotnosti) [26].
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Tkacz a spol. pisf o pouziti slitin AZ31 a AZ61. Clanek popisuje korozni chovani v Hankové
roztoku (bez piitomnosti iontd Ca** a Mg**). Autofi ukézali, Ze s rostoucim ¢asem expozice
dochazi ke zvySovani korozni odolnosti obou slitin. Slitina AZ61 dosahovala vysSich hodnot
polarizacnich odport R, (€ili nizsi rychlosti koroze) oproti slitiné AZ31 [30].

K odlisnym vysledkiim dospéla Horynova a spol., kterd pozorovala u slitiny AZ31 mnohem
lepsi korozni odolnost ve srovnani se slitinou AZ61 (v mlze neutrdlniho roztoku 5 % NaCl).
Hloubka korozniho napadeni pro slitinu AZ31 a AZ61 byla na pocatku stejna,
avsak s pribyvajicim ¢asem expozice se u slitiny AZ61 projevil rychlejsi nartst [31].

Degradace Mg a jeho slitin je zkoumana v riznych SFR, ale doposud neni zadna studie,
kterd by zohlednila vliv hyaluronové kyseliny, kterd se ve vysoké koncentraci
nachazi v synovialni tekutiné¢ v okoli kloubu. Pro tyto ucely se d4 vyuzit pravé simulovana
synovidlni tekutina [29].

2.4 Hyaluronan
24.1 Zakladni popis hyaluronanu

Hyaluronan (HY) je negativné nabity linedrni polysacharid [32]. Tento fetézec tvorii
kovalentni strukturu, ktera se skladd ze stfidajici se B-D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-f-
D-glukosaminu (viz obrazek 2) [33].

Molekuly hyaluronanu tvoii voln¢ zapletenou trojrozmérnou sit’ vzajemné se prostupujicich
fetézcll. Tato sit’ nevykazuje zadné silné intermolekularni vazby mezi fetézci, ale je vysoce
viskoelasticka kvili vzajemnym makromolekuldrnim efektim shlukovani. Ty zplsobuji,
ze efektivni koncentrace je mnohem vys$si nez skutecné koncentrace [34].

HY je dilezitou slozkou mezibunéné hmoty. Ma schopnost na sebe vazat velké mnozstvi
vody a prispivat tak k optimélni hydrataci tkdné [32]. Také tvofi intermolekularni vodikové
vazby. Vyskytuje se jako volny fetézec nebo kovalentné vazana na bilkoviny [35].

HY hraje v ortopedické aplikaci zasadni roli. Pomahéa pii vyvoji chrupavky, udrzovani
synovidlni tekutiny a regeneraci Slach. Plisobi také jako mazivo a tlumi¢ néraz v kloubech
[4]. Déle ptsobi jako lapa¢ (scavenger) Skodlivych volnych radikali a dalSich chemickych
latek [33].

Glukuronova kyselina N-acetyl-D-glukosamin

Obrdzek 2: Struktura hyaluronové kyseliny [36]
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2.4.2 Vyskyt hyaluronanu

Hyaluronan je pfitomen v riznych télnich tkanich v¢etné synovialni tekutiny, sklivce, mozku
a chrupavky [3]. Nachéazi se v tkanich obratlovcii jako klicova slozka extracelularni
matrice [6]. Lidské télo o hmotnosti 70 kg obsahuje pfiblizné¢ 12-15 g této latky,
kterd je neustdle obnovovdna [32]. Molekulovd hmotnost HY v normdlnich biologickych
tekutinich a tkdnich je velmi vysoka (asi 1 000—8 000 kDa) [33].

Hyaluronan je hlavni slozkou synovidlni tekutiny kloubu, kde poskytuje viskoelasticitu
a lubrikaci, jez jsou nezbytné pro ochranu povrchti chrupavky. Jeho koncentrace v lidském
kolennim kloubu je piiblizné 2-3 mg/ml, o néco vyssi je u mladsi populace nez u starSich lidi.
V normalni lidské synovidlni tekutiné je vétSina hyaluronanu velmi vysoké molekulové
hmotnosti. Primérmaé hmotnost je piiblizné 6 000—7 000 kDa [33].

Hyaluronan je také hlavni sloZkou sklivce. Sklivec lidského oka ma niz8§i koncentraci,
ato pfiblizn€ 200 pg/ml. V koncentraci 0,1-18 pg/ml je hyaluronan obsazen v lidské
lymfatické tekutin€¢. V krevnim séru zdravych lidskych dospélych je koncentrace kyseliny
niz8i, obvykle mezi 10 a 100 ng/ml, primémé kolem 30 ng/ml. Normalni lidskd mo¢
také obsahuje nizkou hladinu HY, pfiblizn¢ 100-300 ng/ml a lidské mléko obsahuje piiblizné
200-800 ng/ml [33].

Zatimco normdlni koncentrace kyseliny v lidském séru je obvykle menSi nez 40 ng/ml,
u Cloveéka trpici jaterni cirhdzou je zvySend (vyssi nez 46,5 ng/ml) a pfi onemocnéni
revmatoidni artritidou se uvadi mnozstvi az 200 pg/ml. Malé, ale vyznamné zvySeni HY
v séru (Casto dvojnéasobné) se vyskytuje u nékolika typl nelécitelné rakoviny [33].

Lidské mléko obsahuje hlavné¢ HY s primérnou hodnotou molekulové hmotnosti piiblizné
440 kDa. Lidskd plodovd voda obsahuje HY s primérnou molekulovou hmotnosti
asi 330kDa (po Sestnacti tydnech tchotenstvi). Distribuce hmotnosti se zméni
po Ctyficeti tydnech téhotenstvi na smés vysoké a velmi nizké molekulové hmotnosti HY
[33].

2.4.3 Chovani hyaluronanu v roztoku

Chovéni molekul hyaluronanu ve fyziologickém roztoku je ovlivnéno chemickou strukturou
disacharidu, vnitinimi vodikovymi vazbami a také vzdjemnou interakci tohoto biopolymeru
s rozpoustédlem [36]. Dale zalezi na koncentraci a molekulové hmotnosti [38].

Molekula HY obsahuje skupiny -COOH, které se ve vodnych roztocich za fyziologickych
podminek disociuji, a proto se molekula chova jako zaporn¢ nabity polyelektrolyt.
To zpisobuje interakei s kladnymi ionty [39].

Podle Yanakiho a Yamaguchiho jsou fetézce hyaluronanu s molekulovou hmotnosti vyssi
nez1 600 kDa zapleteny do trojrozmérné polymerni struktury, coz vede k omezenému
transportu molekul polysacharidii. Naproti tomu fetézce HY s niz$i molekulovou hmotnosti
jsou dispergovény v roztoku [40].

Trojrozmérné sit’ hyaluronanu v kombinaci s vysokou molekulovou hmotnosti a Cetnymi
vzdjemné se odpuzujicimi aniontovymi skupinami umoznuje kyselin€ pfijmout struktury
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nahodnych $roubovic. Sroubovice mohou mit polomér gyrace 300 nm, ktery lze diky jejich
rychlym pohybim popsat jako vysoce hydratované koule. Ty zabiraji hydrodynamické
objemy zhruba 1000krat v&étSi nez ty, které zaujimaji samotné ,,suché* polymery.
Hydrodynamicky objem jednotlivych Sroubovic se zvySuje s molekulovou hmotnosti [34].

Mnoho polysacharidii nese fadu donorovych skupin elektronovych part, které vazou protony
nebo ionty kovli. V piipad¢ bivalentnich kationtl to vede k tvorbé chelatovych komplexii
doprovazenych rostoucim stupném zesitovani uvnitt nebo mezi polymernimi fetézci [41].

Hyaluronatové fetézce (4,0-10°~1,7-10° g/mol) ve vodnych roztocich pti pH 6 vaZi bivalentni
kationty jako napt. Ca®*, Mg®*", Mn**, Fe**, Cu*", Zn**, Cd*" a Pb*". Jeden bivalentni kation
je vazan priblizné péti disacharidovymi jednotkami. Ionty t&zkych kovi (Cd**, Pb**) se vazou
na hyaluronatovy fetézec siln&ji nez jejich lehéi prot&jsky (Ca®*, Mg?*) [42].

Bivalentni kationty jsou castecné imobilizovany nabitym polysacharidem. Mobilita velké
¢asti iontl je omezena jejich vazbou na hyalurondtovy fetézec, coz vede ke snizeni specifické
vodivosti. Vliv bivalentnich kationti na HY vede ke snizené viskozit€ roztoku kvili zmenSeni
hydrodynamického poloméru molekul [41]. SkuteCnost, Ze viskozita roztoku je sniZena
interakci s kationty, sv&éd¢i o tom, Ze k vazbé dochédzi intramolekularnim zplsobem,
coz nevede k vazbam mezi molekulami [42].

Na obrazku 3 je zndzornéna struktura chelatového komplexu tvofena dvojmocnym kationtem
(Me**) a dvéma disacharidovymi jednotkami hyaluronatu. Oba disacharidy patii do jednoho
fetézce a jsou soucasti opakujiciho se bloku, ktery se sklada z péti disacharidovych jednotek.

CH3

Obrdzek 3: Struktura cheldtového komplexu [42]
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Kovovy iont interaguje se Sesti atomy kysliku, které patii ke dvéma N-acetylovym skupindm
a dvéma karboxylatovym skupinam protilehlych ¢asti fetézce [42].

Podle Furtha a spol. je nejpravdépodobnéjsi strukturou vytvoienou interakci mezi bivalentnim
kationtem a hyaluronanem oktaedricky komplex, ktery zahrnuje N-acetylové skupiny
a karboxylatové skupiny dvou disacharidovych jednotek [42].

AvSak autofi naznacuji, ze N-acetylovd skupina se netcastni koordina¢ni vazby s ionty
vapniku. Domnivaji se, Ze vapenaty kation vytvaii mustky se dvéma karboxylaty a tfemi pary
molekul vody. Tato struktura byla navrzena pro vapenaté a méd’naté ionty, ale pravdépodobné
ji Ize vztahnout i na hofecnaté ionty, nebot’ podle jiné studie jsou koordina¢ni vlastnosti
vapniku a hoic¢iku velmi podobné [43].

2.5 Soucasné poznatky o vlivu hyaluronamu na korozi v biomedicinskych aplikacich

Biologické pfijeti ortopedickych implantati hraje zésadni roli pfi urychleni hojeni kostni
tkané obklopujici implantaty. Védci se snazi zlepSit interakei bunék s povrchem kovovych
implantatl imobilizaci sloZek extracelularni matrice a rliznymi biopolymery [37]. Pfirodni
biodegradovatelné polymery vcetné kolagenu a polysacharidl (jako je chitosan a hyaluronan)
se pouzivaji k utésnéni port povlaku za ucelem dobré ochrany a biologické kompatibility
[44].

vvvvvv

vyznamné¢ meéni korozni chovani slitin. Literatura se ovSem zabyva piedevSim vlivem
hyaluronanu na korozi implantatti z nedegradabilnich kovii, jako je ocel, nebo slitiny titanu
[29].

Studium slitiny Ti-13Ta-29Nb-4,6Zr ukdzalo pomaly vznik pasivni vrstvy v Hankové roztoku
obsahujicim HY. Navic vrstva vykazovala vysokou pérovitost a v disledku toho i vysokou
korozni rychlost. Na druhou stranu, porézni vrstva vykazuje lepsi osseointegraci [29].

Vjiné studii bylo podobné pozorovano, ze se zvySenim koncentrace HY dochdzi
ke zpomaleni tvorby filmu na nezerové oceli 316L a tim ke zvySenému rozpousténi kovu
v roztoku [4].

Také bylo popsdno chovéni slitiny CoCrMo v Hankové roztoku obsahujici HY. Pfitomnost
Ca** a POf( iontl se ukézala jako nezbytnd pro interakci mezi povrchem oxidu chromu
a hyaluronovym fetézcem. Autofi vyslovili pfedpoklad, ze Ca®* ionty podporuji §tdpeni HY
na mensi jednotky, které pak chemicky reaguji s fosforecnanem vapenatym. HY zvySuje
aktivitu alkalické fosfatazy, coz naznacuje jeji pfiznivy uc€inek na osteogenni aktivitu [8].

Doposud vSak neexistuje prace, ktera by se zabyvala vlivem hyaluronanu na korozi hot¢iku
ajeho slitin. Nicméné v poslednich letech se objevuji prace, které¢ vyuzivaji hyaluronanu
k modifikaci povlaka hoi¢ikovych materiala pro lékarské tcely [37].

Hyaluronan poskytuje vhodné prostiedi pro rist bunék [45] a je zapojen do riznych
biologickych funkci jako je bunéénd adheze, proliferace (rist bunék nebo tkang)
a diferenciace. HY m4 také protizanétlivé, bakteriostatické, fungistatické, proangiogenetické
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(angio = cévy) a osteoindukéni (pfeména pojivové tkdn€¢ na podplrnou) vlastnosti [37],
které Ize vyuzit pro Upravu implantatd. Pro vyvoj hoi¢ikovych materidli mize byt
také vyuzito schopnosti HY zamezujici adhezi bakteridlnich buné€k diky svym aniontovym
a hydrofilnim vlastnostem [45].

Hyaluronan vhodné molekulové hmotnosti lze tedy pouzit k upravé povrchu kovovych
implantati pro ortopedické aplikace. Obecné je nejvice distribuovanou formou v normalni
tkdni vysokomolekuldarni hmotnost HY (h-HY > 1:10° kDa). L-HY je hyaluronan s nizkou
molekulovou hmotnosti (< 1-10° kDa) [37].

Adheze a proliferace osteoblasti je vyznamné snizena vysokomolekuldrnim HY
(> 1-10° kDa) imobilizovanym na hoi¢ikovych substritech ve srovnani s nizkomolekuldrnim
HY. Na druhou stranu, vysokomolekuldrni HY vyznamné zvySuje osteogenni diferenciaci
osteoblastt [37].

Déle napt. polydopamin (PDA) tvoii tenky povlak a to témét na vSech povrSich pomoci
kovalentni nebo nekovalentni interakce. PDA prokazal velky aplikaéni potencidl pti ochrané
proti korozi kovii [45].

Pro pouziti kostniho implantatu byl na hoic¢ikovou slitinu AZ31 ptipraven kompozitni povlak
PDA/HY. Vnitini vrstva PDA nejen fungovala jako korozni pasivacni vrstva,
ale také poskytla podklad pro imobilizaci hyaluronanu. Testy in vitro v SFR ukazaly velmi
dobrou odolnost proti korozi. Kompozitni povlak PDA/HY potvrdil vybornou kompatibilitu
bun¢k a ty vykdzaly dobrou adhezi. HY poskytl pfiznivé podminky pro rist bunck [45].
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3 CILE

1) Zakladni reSerSe koroze hoi¢iku a jeho slitin v simulovanych télesnych tekutinach
s ohledem na jejich vyuziti v medicing.

2) ReSerSe vlivu hyaluronové kyseliny na korozi kovovych materidli v simulovanych
télesnych tekutinach.

3) Na zakladé¢ literarni reSerSe navrhnout a realizovat experimenty.

4) Zjistit vliv hyaluronové kyseliny na korozi hoicikové slitiny AZ31 vyuzitim piedevSim
elektrochemickych metod.

5) Charakterizace koroznich produkti.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzity material a roztoky

4.1.1 Material a jeho priprava

Pro experimenty byla pouZzita hotc¢ikova slitina AZ31 s chemickym sloZzenim uvedenym
v tabulce 5. Elementarni analyza hotc¢ikového substratu byla provedena za pouZiti optické

emisni spektroskopie s vybojem (GDOES) na pfistroji Spectrumat GDS 750 (Spectruma
Analytik GmbH, Hof, Némecko).

Tabulka 5: Chemické slozeni horcikove slitiny AZ3 1

chemické sloZeni [hm. %]
Al 7n Mn Si Fe Sn zustatek
3,6 1,34 0,28 0,03 0,002 0,01 94,738

Z platu slitiny AZ31 bylo pomoci vodou chlazené pily nafezano nékolik desitek vzorkl
o rozmérech 25 mm x 25 mm x 4 mm. Ctvercové vzorky byly mechanicky brouseny pomoci
SiC papirt €. 440, 1200, 4000. Dale byly leStény s pouZitim diamantovych past o zrnitosti
3,1a 0,25 pum na leStici podlozce. Tyto zrcadlové lesklé vzorky byly oplachnuty
isopropanolem a vysuSeny.

4.1.2 Roztoky a jejich priprava

Experimenty byly provadény v 0,9 % roztoku NaCl a v prostfedi simulované synovidlni
tekutiny (SST). Ktémto roztokim byl pfiddvan hyaluronan s nizkou (80-130 kDa)
nebo vysokou (1 500-1 750 kDa) molekulovou hmotnosti o koncentraci 0, 0,25, 1 a 3 g/l.

Hyaluronan byl ziskan od spole¢nosti Contipro Biotech (Dolni Dobroug, Ceska republika),
kterd ho vyrabi extrakei z bunéénych stén bakterie Streptococcus zooepidemicus.

4.2 PouZité metody a pristroje
4.2.1 Elektrochemické korozni testy

Elektrochemické korozni testy byly provadény pomoci potenciodynamické polarizace (PD)
a elektrochemické impedancni spektroskopie (EIS) s pouzitim potenciostatu BioLogic VSP-
300.

Piipraveny vzorek byl umistén do dvouplastové korozni cely s exponovanou oblasti 1 cm?

jako pracovni elektroda. Do korozni cely byla pfipojena pomocna elektroda (platinova sit’ka)
a referencni elektroda (nasycend kalomelova elektroda — SCE, +0,242 V vs. SHE).

Roztoky (300 ml) zahtaté na teplotu 37 + 1 °C (kvtli simulaci lidského téla) byly postupné
nality do korozni cely.

Na vzorek bylo vkladano napéti v rozmezi potencidli od —0,2 V do +0,2 V se stdlou rychlosti
1 mV-s! proti potencidlu otevieného obvodu (OCP) a byly tim ziskany kiivky PD.
Kazdé méfeni bylo provedeno po 30 minutach stabilizace.

U EIS byl v ptipad¢ hotcikovych slitin preferovan frekvencni rozsah od 100 kHz do 10 mHz
s amplitudou 10 mV pfi potencialu nezatizeného obvodu.
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Data EIS byla shromazd'ovana po 5 min, 1 h, 2h, 4 h, 8 h, 16 h, 24 h, 48 h a 96 h ponofeni.
Data byla analyzovédna a vyhodnocena piislusnymi ekvivalentnimi obvody pomoci softwaru
Ec-Lab.

4.2.2 Charakterizace povrchu SEM-EDS

Morfologie povrchu vzorkl po korozi bylo analyzovano pomoci rastrovaciho elektronového
mikroskopu (SEM) Zeiss EVO LS-10 (Carl Zeiss Ltd., Cambridge, Velkd Britanie)
vybaveného energeticky disperzni rentgenovou spektroskopii (EDS, Oxford Instruments plc,
Abingdon, Velka Britanie).

4.2.3 XPS analyza koroznich produkti

Metoda XPS (X-ray photoelectron spectroscopy) patii k nejbéznéjsim metoddm povrchové
analyzy. Jedna se o povrchové selektivni, nedestruktivni a citlivou techniku, kterd poskytuje
informace o chemickém sloZzeni a elektronové struktute povrchi pevnych latek.

XPS spektra byla méfena spektrometrem Kratos AXIS Ultra DLD s pouzitim
monochromatického zdroje Al Ka, ktery pracoval pfi 150 W (10 mA, 15 kV). Spektra
s vysokym rozliSenim byla ziskdna pomoci analytické oblasti ~ 300 x 700 um a energie
priichodu 20 eV s velikosti kroku 0,1 eV. Tlak v komote analyzatoru byl niz&i nez 2 x 107 Pa.
Pro vSechny analyzy byl pouzit systém Kratos neutralizator naboje. ZjiSténé vazebné energie
prvkil byly pfipsané na zaklad¢ dostupnych databazi.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Potenciodynamicka polarizace

Pomoci potenciodynamickych zkousek byly ziskdny hodnoty korozni proudové hustoty iq
a korozniho potencidlu E., pro slitinu AZ31 v riznych médiich. Obdrzené udaje umoZziiuji
urcit korozni rychlost a tedy korozni odolnost zkoumaného materidlu.

Z kinetického hlediska plati: ¢im vyS$si hodnota korozni proudové hustoty (i), tim vySsi
rychlost koroze. Z termodynamického hlediska plati: ¢im kladné&j$i korozni potencidl (Ecor),
tim niz8i korozni rychlost.

V piipad¢ pridavku I-HY i1 h-HY do roztoku NaCl byla namétena nejvyssi rychlost koroze
slitiny AZ31 pii koncentraci 0,25 g/l HY, viz tabulka 6. Vyss$i koncentrace
nizkomolekuldrnitho a vysokomolekuldrnitho hyaluronanu vedly ke sniZeni rychlosti koroze.
Zvl1asté patrny pokles korozni rychlosti byl u vysokomolekuldrnitho hyaluronanu (3 g/l),
piiCemz korozni proudova hustota byla dokonce Sestkrat niz$i nez v piipadé 0,9 % NaCl.

Nejniz8i korozni rychlost zaujima u I-HY slitina v roztoku NaCl. Prabéhy

potenciodynamickych kiivek v prostiedi NaCl s a bez hyaluronanu jsou zobrazeny na obrazku
4 a obrazku 5.

V roztoku NaCl md I-HY dle potencidlu nejvyssi korozni rychlost slitina pfi koncentraci 1 g/l
a klesa se 3 g/, 0,25 g/l a nejnizsi rychlost je u slitiny bez pfidavku HY. U h-HY vySla
nejvyssi korozni rychlost slitiny pfi koncentraci 1 g/, déle 0,25 g/l, bez ptidavku HY

v

Tabulka 6: Slitina AZ31 s riiznymi koncentracemi a molekulovymi hmotnostmi HY v NaCl

Myny [kDa] | cay [g/] 0 0,25 1 3

80-130 Eeore [MV]  —1449,15 —1461,40 —1478,16 —1466,73
80-130 | icorr [nA/cm?*] 18,89 28,21 25,71 24,13
1500-1750 | Eeor [mV] —1449,15 —1472,42 —1473,54 —1439,11

1500-1 750 | icore [nA/cm?] 18,89 32,46 15,76 321
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Obrdzek 4: Zdvislost logi na E,,. pro slitinu AZ31 v roztoku NaCl s HY (M,, = 80—130 kDa) o riiznych
koncentracich
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Obrdzek 5: Zavislost logi na E,,. pro slitinu AZ31 v roztoku NaCl s HY (M,, = 1 500—1 750 kDa)
o riiznych koncentracich

Z hodnot i., v roztoku SST (u I-HY i h-HY), viz tabulka 7, lze vycist, ze ¢im vySsi
koncentrace HY je do roztoku pfimichédna, tim niz$i bude korozni rychlost slitiny AZ31.
Nejvyssi rychlost koroze slitiny nastala tedy u roztoku SST bez ptfidani HY. Prabéh
potenciodynamickych kiivek v prosttedd SST sa bez hyaluronanu jsou zobrazeny
na obrazku 6 a obrazku 7.

Z hlediska potencidlu je v roztoku SST trend stejny jako u hodnot iy, — €¢im vySsi
koncentrace HY, tim kladnéjsi korozni potencidl a tim tedy niz8i korozni rychlost slitiny.
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Tabulka 7: Slitina AZ31 s riiznymi koncentracemi a molekulovymi hmotnostmi HY v SST

Myny [kDa] cuy [g/1] 0 0,25 1 3
80-130 Ecorr [mV]  —1633,50 —1637,92 -1624,10 —1617,68
80-130 icorr [nA/em?] 54,58 44,05 39,47 37,30

1500-1750 | Ecorr (mV] —-1633,50 —1610,10 —1593,28 —1 556,05

15001 750 | icorr [nA/em?] 54,58 36,45 24,34 11,22
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Obrdzek 6: Zdvislost logi na E,,. pro slitinu AZ31 v roztoku SST s HY (M,, = 1 500—1 750 kDa)
o riuznych koncentracich
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Obrdzek 7: Zdvislost logi na E,,. pro slitinu AZ31 v roztoku SST s HY (M,, = 80—130 kDa) o riiznych
koncentracich

Na obrazcich 4, 5, 6 a 7 jsou zobrazeny anodické polarizacni kiivky hoicikové slitiny AZ31,
které se netidi podle Tafelovy rovnice (zvlasté v prosttedi NaCl), proto pro urceni i, byla
pouzita pouze katodickéd vétev polarizacni kiivky. Obdrzené i, vSak neodrazi zcela pfesnou
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hodnotu rychlosti koroze, jak je to bézné pro hoiciky a jeho slitiny [13]. Grafickd zobrazeni
polarizac¢nich kiivek vSak pfesto naznacuji, ze se zvysujici se koncentraci HY v SST dochazi
k mirnému poklesu i (pokles katodickych ramen dolit), neboli k poklesu rychlosti koroze.
U anodickych vétvi pro korozni prosttedi s NaCl (na rozdil od SST) Ize obcas vidét zlomy,
které indikuji pitting. Konzistentni tvar jednotlivych potenciodynamickych polarizacnich
kiivek naznacuje, ze pfitomnost hyaluronanu za rtiznych koncentraci neméni mechanismus
rozpousténi hot¢iku (anodické reakce).

Zaveéry ziskané metodou potenciodynamické polarizace se lisi od téch, které byly zjistény EIS
metodou, co se ty¢e hyaluronanu. Tato skute¢nost souvisi s rozdilnym principem obou metod
a uloha hyaluronanu béhem koroze AZ31 je specifikovana v ndsledujici kapitole,
kterd se vénuje EIS méfeni.

5.2 Elektrochemicka impedancni spektroskopie

Ziskana data metodou EIS jsou zndzornéna ve formé Nyquistovych kiivek na obrazcich 10,
11, 12, 13 a 14 pro roztok NaCl a obrazky 17, 18, 19, 20 a 21 pro prostiedi SST. Data byla
vyhodnocena pouZitim vhodné navrZzenych ekvivalentnich elektrickych obvodi, jak je niZe
popsano.

5.2.1 Prostiedi NaCl

Data byla modelovdna pomoci dvou ekvivalentnich elektrickych obvodi, jejichz schémata
jsou zobrazena na obrdazku 8 a 9. Prvky s konstantnim fazovym posunem (CPE) namisto
kapacitance v modelech byly vybriny, aby byla zohlednéna nehomogenita povrchu (drsnost,
porovitost) elektrochemického rozhrani. Impedance CPE je definovdna nasledovné (rovnice

(3)):
Zepp =1/YGw)" (3)

kde ,,Y* je parametr tykajici se kapacity, ,,j“ je imagindrni jednotka, ,,w* dhlova frekvence
a,,a" je koeficient mezi O a 1.

Na zaklad¢ zvolenych modeli byly obdrzeny veli¢iny pro jednotlivé prvky ekvivalentniho
obvodu, z nichZ jsou prezentovany pouze hodnoty polariza¢niho odporu (R,), ktery je mirou
rychlosti koroze. Cim vy§§i polarizaéni odpor, tim niz§i korozni rychlost. Stanoveni
polariza¢niho odporu bylo stanoveno z udaji EIS, jak je doporuCeno v literatufe [46].
Vypocitané polariza¢ni odpory pro prostiedi 0,9 % roztoku NaCl jsou uvedeny v tabulce 8.
Polariza¢ni odpor pro model A (na obrazku 8) byl vypocten podle rovnice (4):

1 1
R =—+—
P R2 R3 (4)

a pro model B (uvedeny na obrazku 9) byl polariza¢ni odpor zjistén podle rovnice (5):

1
szRZ +R_ (5)

3
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Obrdzek 8: Schéma pouzitého obvodu A pri méreni metodou EIS
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Obrdzek 9: Schéma pouzitého obvodu B pii méreni metodou EIS

Tabulka 8: Slitina AZ31 v roztoku NaCl s riznymi koncentracemi a molekulovymi hmotnostmi HY

M, ny [kDa] - 80-130 80-130 1500-1750 1500-1750
cay [g/1] 0 0,25 3 0,25 3
t [hod] R, [Q]
1/12 467  1616*  2630% 540 499
1 214 249  3360% 145 257
2 409 232 3691% 216 551
4 696 391 478 513 970
8 861 249 251 416 892
16 845 433 497 867 1169
24 707 500 790 816 543
48 1123 681 1012 640 1024
96 1353 959 1039 969 1149

*u téchto hodnot byl pouzit pro vypocet polarizatniho odporu obvod B; pro vSechny ostatni

obvod A

Pro 0,9 % roztok NaCl byl k vyhodnoceni Nyquistovych kiivek pouzit ekvivalentni elektricky

obvod A. Tento obvod se sklddd z nasledujicich péti prvki: odpor roztoku (R;), konstantni

fazovy posun (CPE) vrstvy koroznich produktii, odpor vrstvy (Rz), induk¢nost (L3) a odpor
induk¢nosti (R3). Z Nyquistovych diagramt je patré, ze se vyznacuji jednou kapacitni

smyckou pti vysoké frekvenci a jednou indukéni smyckou pti nizké frekvenci. Ptitomnost

indukéni smycky muze souviset s adsorpci a desorpci meziproduktl, jako jsou kationty

hot¢iku nebo jiné ionty pfitomné v korozivnim médiu (napt. Cl') [47] a také miize souviset

s diilkovou korozi nebo se zrychlenym anodickym rozpousténim [46].
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Hodnoty polariza¢nich odport pro AZ31 v 0,9 % roztoku NaCl se ménily v ¢ase v dusledku
dynamické povahy koroze. Proces lze charakterizovat jako konkurenci mezi tvorbou Castecné
ochranné vrstvy Mg(OH), na povrchu substratu a rozpus§ténim této vrstvy zpiisobenym hlavné
atakem chloridii za vzniku rozpustného MgCl, (viz rovnice (2) v teoretické ¢asti).
Toje vsouladu s pozorovanymi tvary Nyquistovych kiivek, protoze priméry
vysokofrekvencnich kapacitnich smycek se béhem doby ponofeni jasn€ meénily. Na konci

v

Velmi podobné korozni chovéani bylo také pozoroviano u AZ31 v 0,9 % roztoku NaCl
v pritomnosti 0,25 g/l a 3 g/l hyaluronanu s vysokou molekulovou hmotnosti, jak dokazuji
tvary Nyquistovych kiivek a hodnoty polarizatniho odporu. Opét byl aplikovan model
A odraZejici dva korozni procesy probihajici souc¢asné na povrchu AZ31 — tvorbu vrstvy
koroznich produktii a anodické rozpousténi. V tomto piipad¢ se vSak na korozi podilely také
molekuly hyaluronanu. Ty navézaly ionty hoic¢iku uvolnéné v blizkosti povrchu elektrody,
¢imz vytvotily komplexni slou¢eninu, kterd mohla byt transportovdna do roztoku od povrchu.
Komplex hote¢natych iontd vznikal na Ukor vytvofeni céastecné ochranného hydroxidu
hotec¢natého.

Predpoklada se, Ze pfitomnost karboxylatl je rozhodujici pro vznik komplext. Karboxylové
skupiny hyaluronanu se mohou nachdzet ve formé& aniontii béhem koroze slitiny AZ31,
protoZe povrchova alkalizace se miZe pohybovat v rozmezi pH 10-12 v nepfitomnosti pufru
v dusledku hydrolyzy iontu hot¢iku. V naSich experimentech naméfené pH 0,9 % roztok
NaCl s hyaluronanem a bez ného vzrostlo ze 7,4 na 8,7 £ 0,2, coz naznacuje, ze pH
na povrchu bylo alkalické.

Porovnani méteni EIS zmétenych v 0,9 % NaCl s ptidavkem a bez ptidavku polysacharidu
naznacuje ucast hyaluronanu v koroznim procesu, coz se projevuje zhorSenim korozni
odolnosti, zejména po delsi dob& ponoteni.

Podobné¢ Umoren a spol. nedavno prozkoumali, ze nékteré polysacharidy (pektin, dextran,
karboxymethylcelul6za) v 3,5 % roztoku NaCl zvySily rychlost koroze slitiny AZ31
kviili komplexaci s ionty hot¢iku [48].

Zvyseni koncentrace (molekulové hmotnosti) hyaluronanu vedlo k dal§imu pozorovanému
koroznimu chovani, coZz lze vysvétlit fyzikdln€-chemickymi vlastnostmi hyaluronanu.
Podle Yanakiho a Yamaguchiho jsou fetézce kyseliny hyaluronové s molekulovou hmotnosti
vys$$i nez 1600 kDa zapleteny do sitové struktury, coz vede k omezenému transportu molekul
polysacharidii [40]. Naproti tomu je hyaluronova kyselina s niz§i molekulovou hmotnosti
dispergovéna v roztoku [49].

Na zadklad¢ toho Ize piedpokladat, Zze ucinek komplexotvorného  volného
vysokomolekuldrniho hyaluronanu je omezen pfi povrchu slitiny. Zapleteni fetézci se zvysilo
se vzrustajici koncentraci molekul, coz vedlo k mirné niz$i rychlosti koroze pozorované
pii 3 g/l ve srovnani s 0,25 g/l. Timto zplsobem je také mozné vysvétlit vys$Si hodnoty
polariza¢niho odporu na zacatku koroze ve srovnani s 0,9 % roztokem NaCl.
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V prubéhu Casu se sitova struktura polymeru pobliz povrchu mohla pfeskupit a mohly byt
k dispozici dalsi volné molekuly ochotné tvofit komplexni slouceniny. Proto celkové dochazi
ke komplexaci v men$i mife, a tedy koroze AZ31 a ucinek hyaluronanu s vysokou
molekulovou hmotnosti je mensi v 0,9 % roztoku NaCl.

ZvySend koncentrace h-HY vedla ke zhorSeni korozni odolnosti, protoZe komplexacni
interakce byly castéj$i. Ve srovnani s hyaluronanem s nizkou molekulovou hmotnosti byla
v prosttedi vysokomolekularniho hyaluronanu pozorovana mirn€ nizsi rychlost koroze. To Ize
vysvétlit interakcemi mezi hyaluronanovymi fetézci.

Ve vysledku je transport hyaluronanovych komplexi s ionty hot¢iku, které se vytvotily kolem
povrchu, omezeny. Podobné je pohyb molekul hyaluronanu omezen v opacném sméru,
tj. zroztoku na povrch. Proto dochdzi ke komplexaci v mens$i mife a koroze a ucinek
hyaluronanu s vysokou molekulovou hmotnosti je mensi na korozi AZ31 v 0,9 % roztoku
NaCl.
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= 200 -
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Re(Z) [Q/cm?]
Obrdzek 10: Zavislost -Im(Z) na Re(Z) v roztoku NaCl
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Obrdzek 11: Zavislost -Im(Z) na Re(Z) (c = 0,25 g/l HY, M,, = 80—130 kDa) v roztoku NaCl
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Obrdzek 12: Zdavislost -Im(Z) na Re(Z) (c = 3 g/l HY, M,, = 80—130 kDa) v roztoku NaCl
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Obrdzek 13: Zdavislost -Im(Z) na Re(Z) (c = 0,25 g/l HY, M,, = 1 5001 750 kDa) v roztoku NaCl
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Obrdzek 14: Zdavislost -Im(Z) na Re(Z) (c = 3 g/l HY, M,, = 1 5001 750 kDa) v roztoku NaCl
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5.2.2 Prostredi SST

Nyquistovy kiivky pro AZ31 v SST s a bez HY mohou byt vpodstaté¢ popsané
dvéma ekvivaletnimi obvody, které odpovidaji modelim C a D (obrdzek 15 a obrazek 16).
Vypocitané polarizacni odpory pro prostiedi roztoku SST jsou uvedeny v tabulce 9.
Polariza¢ni odpor pro model C (uvedeny na obrazku 15) byl vypocten podle rovnice (6):

R,=R,+R, (6)

a pro model D (uvedeny na obrazku 16) byl polariza¢ni odpor ziskan podle rovnice (7):

R;-R, o
R; +R,

R,=R,+

Pouze vjednom pfipadé¢ byl pouzit model A, ktery je blize charakterizovan vyse,
veetn€ uvedeni rovnice pro vypocet polarizacniho odporu R,.

\N\
7/
e N /
Ri Qs
R» —i
LI
R3

Obrdzek 15: Schema pouziteho obvodu C pri méreni metodou EIS
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P Q >
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—}— VYV
R4 L>

Obrdzek 16: Schéma pouzitého obvodu D pri méreni metodou EIS
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Tabulka 9: Slitina AZ31 v roztoku SST s riiznymi koncentracemi a molekulovymi hmotnostmi HY

M, uy [kDa] - 80-130 80-130 1500-1750 1500-1750
cay [g/] 0 0,25 3 025 3
t [hod] R, [Q]
1/12 796 900 1016 1044 2118
1 1162 1222 1291 1293 3570
2 1260 1258 1222 1291 3287
4 1322 1353 1274 1395 3117
8 1471 1462 1438 1602 3305
16 2015 1724 1712 1909 4827
24 2069% 1876* 1926 2104 5993
48 2699%  2427%  2576% 2601 6137
96 3518 3416 3324 3750 2 125%

*u téchto hodnot byl pouZit pro vypocet R, obvod D; **zde byl pouzit pro vypocet R,
obvod A; pro vSechny ostatni hodnoty R, (bez hvézdicek) byl pouzit obvod C

Model C obsahuje pét prvkil, z nichZ R; je odpor roztoku, Q; ptedstavuje prvek konstantniho
fazového posunu korozni vrstvy a R, pfislusny odpor, Q3 je prvek konstantnitho fazového
posunu dvojvrstvy na rozhrani slitina AZ31/elektrolyt a R3 charakterizuje odpor pfenosu
naboje. Model D navic obsahuje indukci Ly a odpor R4 v sérii, jeZ indikuji bodovou korozi
(pitting) nebo adsorpci/desorpci. Nyquistovy kiivky a vypoctené polariza¢ni odpory ukazuji,
ze korozni odolnost AZ31 rostla béhem koroze pro vSechna korozni prostiedi. V ¢asovém
intervalu 1 az 8 h se rychlost koroze ménila minimaln€, coz muize poukazovat na stabilni
korozni ochranu. Po osmi hodindch vystaveni vzorku koroznimu prostiedi
se na Nyquistovych kiivkach objevily také indukéni smycky, avSak vysoky polariza¢ni odpor
poukazuje na dominantni ochrannou funkci stale se tvoficich koroznich produkti.

Vliv hyaluronanu na korozi AZ31 v SST byl zdvisly na koncentraci a molekulové hmotnosti.
Nizsi koncentrace nizkomolekularniho a vysokomolekularniho hyaluronanu mirné zhorsily
korozi nez roztok SST, nebot’ polysacharid vézal Mg** na ukor hydroxidt a fosfore¢nanti
tvofici  korozni  produkty na AZ31. Vys$§i koncentrace nizkomolekuldrniho
a vysokomolekularniho hyaluronanu mély za nasledek zlepSeni korozni odolnosti AZ31
v porovnani se SST, ptfiemz efekt vysokomolekularniho polymeru byl markantni. Vytvofené
komplexy hyaluronanu s uvolnénymi Mg”* ionty zistaly "uv&znéné" pobliz povrchu
kvili vzajemné interakci fetézcli hyaluronanu zpomalujici transport jako v ptfedchozim
ptipad¢€. Propleteni fetézc bylo vyrazn€jsi u vysokomolekularniho hyaluronanu,
coz se odrazilo i na snizeni korozni rychlosti.
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Obrdzek 17: Zavislost -Im(Z) na Re(Z) v roztoku SST
1000
800 | ——5min
——1 hod
= 600 r ———2 hod
§
< 4 hod
S 400 -
g ——8hod
—% 200 + ——16 hod
——24 hod
o o\ 48 hod
0 1000 2000 3000 4000
200 - 96 hod

Re(Z) [Q/cm?]

Obrdzek 18: Zdavislost -Im(Z) na Re(Z) (¢ = 0,25 g/l HY, M,, = 80—130 kDa) v roztoku SST
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Obrdzek 19: Zavislost -Im(Z) na Re(Z) (c = 3 g/l HY, M,, = 80-130 kDa) v roztoku SST
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Obrdzek 20: Zdavislost -Im(Z) na Re(Z) (c = 0,25 g/l HY, M,, = 1 500-1 750 kDa) v roztoku SST
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Obrdzek 21: Zdavislost -Im(Z) na Re(Z) (c = 3 g/l HY, M,, = 1 500—1 750 kDa) v roztoku SST
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5.3 XPS analyza koroznich produktii

Chemicke slozeni koroznich produktl bylo analyzovano pomoci metody XPS, viz obrazek 22,
23 a 24. Vzorky AZ31 byly korodovany v prostiedi NaCl a SST s a bez piidavku 3 g/l
hyaluronanu (1 500-1 750 kDa) po dobu jednoho tydne.

Korozni produkty AZ31 po korozi v NaCl (viz obrdzek 22) obsahovaly na svém povrchu
prevazné hydroxid hofecnaty dle ocekévani. Taktéz byla zjiSt€éna ptitomnost MgCl,,
ktery se mohl zabudovat do koroznich produkti hydroxidu hofecnatého, nebo ziistat na jejich
povrchu kvili nedostatecnému oplachu. MgCl, mohl vzniknout interakci uvolnénych
Mg®" iontii s chloridy. Stejné sloZeni koroznich produkti bylo prokdzano v piitomnosti
hyaluronanu. Vysledky také naznacuji, Ze obsah Mg(OH), je nizsi v pfitomnosti hyaluronanu,
coz je v souladu s piedpokladem interakce polymeru s hofe¢natymi ionty. Analyza XPS
nepotvrdila pfitomnost adsorbovanych molekul hyaluronanu na povrchu AZ3l1.
Tyto molekuly tedy nemohly ovlivnit korozni chovdni AZ31 pfimou interakci s povrchem,
jak bylo popséano ve vysledcich EIS.

Mg 1s —— Mg(OH), Mg 1s —— Mg(OH),
a) - MgCl, b) MgCl,

T T T T T T T T
1315 1310 1305 1300 1295 1290 1315 1310 1308 1300 1295 1290
binding energy (eV) binding energy (eV)

Obrdzek 22: XPS spektrum Mg v NaCl a) bez HY, b) s HY

Korozni produkty v prostfedi SST ukazaly, ze obsahuji slouceniny hoic¢iku a fosforu
(viz obrazek 23 a 24). Hoi¢ik v SST byl vazany ve formé hydroxidu hotecnatého,
fosforeCnanu hotecnatého a oxidu hofecnatého. Mg(OH), je pfirozeny korozni produkt
hot¢ikovych materiali, ktery byl pozorovan také v prostiedi 0,9 % NaCl. Fosforecnan
hote¢naty vznikl interakci uvolnénych hotecnatych iontd (rozpousSténim slitiny AZ31)
s fosforenany, které se nachdzely v roztoku SST. Je potfeba poznamenat, Ze ptivodni sloZeni
SST obsahovalo hydrogenfosforecnany a dihydrogenfosforecnany, které¢ v alkalickém
prostiedi pfechazi na fosfore¢nany. Vytvoteny, Spatné€ rozpustny, fosforeCnan hofe¢naty mtize
piispivat k ochran¢ AZ31 pted korozi. Analyza XPS pro SST s hyaluronanem ukézala,
ze korozni produkty zahrnuji opét hydroxid hofe¢naty a fosforecnan hotecnaty,
pficem? jejich kvantitativni zastoupeni je niz§i v porovnani s koroznimi produkty v prostiedi
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SST bez hyaluronanu. Fosfor se vyskytuje ve tfech vazebnych formach: fosfore¢nan,
dihydrogenfosfore¢nan a hydrogenfosfore¢nan. Neni ziejmé, k jakym kationtiim jsou poutané,
ale Ize predpokladat, ze mohou byt vazané s Mg** (piedevsim fosforetnan, jak vyplyva z XPS
pro Mg) nebo s ptvodnimi kationty (Na™ a K*) tvoiici slozeni SST pfed korozi. Ani v ptipadé
SST nebyla na povrchu AZ31 pozorovédna adsorpce hyaluronanu.

Mg 1s —— Mg(OH), Mg 1s —— Mg(OH),
c) —— Mgx(POy); d) ——Mg,(PO,),
—— Mgo

T T T T T T T T
1315 1310 1305 1300 1285 1290 1315 1310 1305 1300 1295 1280
binding energy (V) binding energy (V)

Obrdzek 23: XPS spektrum Mg v SST c) bez HY, d) s HY

140 138 136 134 132 130 128 140 138 136 134 132 130 128
binding energy (eV) binding energy (eV)

Obrdzek 24: XPS spektrum Pv SST a) bez HY, b) s HY
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5.4 SEM

Obrazky 25, 26, 27 a 28 zobrazuji morfologii povrcht slitin AZ31 po korozi
ve dvou prostiedich s a bez hyaluronanu (M,, = 1 500-1 700 kDa, ¢ = 3 g/).

Vsechny fotografie byly pofizeny pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu pfti zvétSeni
500krat.

Slitina AZ31 ponotfend v roztoku NaCl, dle obrdazku 25 a 26, byla celd pokryta koroznimi
produkty Mg(OH),. Zakladni struktura hoicikové slitiny neztstala vibec odhalena.
Tento vysledek byl ocekavan na zdklad¢ EIS vysledkii. Povrchova SEM analyza neprokéazala
dopad na morfologii vlivem hyaluronanu.

Obrdzek 26: Vzorek slitiny AZ31 v roztoku NaCl s HY
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Obrazky 27 a 28 zobrazuji korozni produkty na slitiné AZ31 vroztoku SST
s a bez hyaluronanu. SEM analyza odhalila, Zze povrch AZ31 byl tvofeny vrstvou Mg(OH),
(jako v pripadé NaCl), avSak tento povrch byl navic pokryty jehlicovitymi krystalky
koroznich produktt fosforeCnan. Povrchova analyza ukazala, ze povrch Mg(OH),
byl v pfitomnosti hyaluronanu mnohem méné pokryty krystalky fosforecnani. To muze
souviset s tim, Ze hyaluronan pfednostné¢ vazal hofeCnaté ionty na ukor nerozpustnych
fosfore¢nanti. Toto pozorovani je ve shod¢ se zaveéry z EIS méteni.

Obrdzek 27: Vzorek slitiny AZ31 v roztoku SST

Obrdzek 28: Vzorek slitiny AZ31 v roztoku SST s HY
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6 ZAVER
Diplomova price se zabyvala vlivem hyaluronanu na korozi hoicikové slitiny AZ31
ve fyziologickych roztocich. K experimentim byla vyuzita potenciodynamickd polarizace

(PD), elektrochemickd impedancni spektroskopie (EIS), rastrovaci elektronovy
mikroskop (SEM) a rentgenova fotoelektronova spektroskopie (XPS).

Z naméfenych hodnot PD  vyplyva, Ze vptipadé piidavku nizkomolekularniho
i vysokomolekularniho hyaluronanu do roztoku NaCl byla nejvyssi rychlost koroze slitiny
AZ31 pfi koncentraci 0,25 g/l hyaluronanu. Vys$i koncentrace obou hyaluronant vedly
ke snizeni rychlosti koroze.

Metoda PD v roztoku simulované synovidlni tekutiny (SST) také odhalila, Ze dle hodnot i,
plati nepfima umeéra mezi koncentraci a rychlosti koroze. Nejvyssi rychlost koroze slitiny
nastala tedy bez pfidani hyaluronanu. To lze potvrdit i grafickym zobrazenim polarizacnich
kiivek, které naznacuji, Ze se zvysujici se koncentraci hyaluronanu v SST dochdzi k mirnému
poklesu i, neboli k poklesu rychlosti koroze.

Ziskand data metodou EIS byla modelovdna pomoci piislusnych elektrickych obvoda.
Na zaklad¢ téchto modelii byly prezentovany pouze hodnoty polariza¢nich odpor (R)),
které jsou mirou rychlosti koroze. Vysledky EIS meéfeni ukazaly, ze hyaluronan diky svym
specifickym fyzikdlné-chemickym vlastnostem vyznamné participuje na koroznim chovani
slitiny AZ31 v prosttedi 0,9 % roztoku NaCl a SST.

Pribéh koroze metodou EIS po ponofeni slitiny AZ31 do 0,9 % roztoku NaCl lze popsat
jako konkurenci mezi tvorbou caste¢né¢ ochranné vrstvy Mg(OH), na povrchu substratu
a rozpusténim této vrstvy zpusobenym hlavné atakem chloridt za vzniku rozpustného MgCl,.

Podobné korozni chovéani bylo pozorovano (dle EIS) u slitiny v roztoku NaCl v pfitomnosti
0,25 g/1 a3 g/l hyaluronanu s vysokou molekulovou hmotnosti. V tomto pfipad¢ se vSak
na korozi podilely také molekuly hyaluronanu v porovnini s AZ31.

ZvySena koncentrace vysokomolekuldrniho hyaluronanu vedla ke zhorSeni korozni odolnosti.
Porovnéani méteni EIS v NaCl s ptidavkem a bez ptidavku hyaluronanu naznacuje jeho ucast
v koroznim procesu, coz se projevuje zvySenim korozni rychlosti.

Nyquistovy kiivky a vypoctené polarizacni odpory slitiny AZ31 naméfené metodou EIS
vroztoku SST ukézaly, Ze korozni odolnost AZ31 rostla béhem koroze pro vSechny
koncentrace. Béhem celého meéfeni se rychlost koroze meénila minimaln€. Pievlada
zde dominantni ochranna funkce stale se tvoficich koroznich produktii.

Vliv hyaluronanu na korozi AZ31 v SST byl, dle metody EIS, zdvisly na koncentraci
a molekulové hmotnosti. Niz$i koncentrace obou hyaluronanti mirn€ zhorsily rychlost koroze
oproti samotnému roztoku SST. Vyssi koncentrace obou hyaluronanii mély za nasledek
zlepSeni korozni odolnosti slitiny AZ31 vporovndni se SST. Propleteni fetézct
bylo vyraznéj$i u vysokomolekuldrniho hyaluronanu, coz se odrazilo ina sniZeni korozni
rychlosti.
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Zaveéry ziskané metodou EIS se lisi od vysledki metody PD po ptidani hyaluronanu.
Tato skute¢nost souvisi s rozdilnym principem obou metod.

Korozni produkty slitiny AZ31 po tydenni korozi v roztoku NaCl, zjiSténé metodou XPS,
obsahovaly na svém povrchu pfevazné hydroxid hotecnaty. Taktéz byla zjiSténa pfitomnost
MgCl, ktery mohl vzniknout interakci uvolnénych Mg®" iontii s chloridy. Stejné sloZeni
koroznich produktt bylo prokdzano také v pfitomnosti hyaluronanu. Analyza XPS nepotvrdila
pfitomnost adsorbovanych molekul hyaluronanu na povrchu AZ31. Tyto molekuly
tedy nemohly ovlivnit korozni chovani AZ31 pfimou interakci s povrchem, jak bylo popsano
ve vysledcich EIS.

Korozni produkty v prosttedi SST ukazaly (dle metody XPS), ze obsahuji slouceniny hot¢iku
a fosforu. Hoic¢ik v SST byl vazany ve formé¢ hydroxidu hotfecnatého, fosforecnanu
hofecnatého a oxidu hotfecnatého. Fosfore¢nan hofecnaty vznikl interakci uvolnénych
hofe¢natych iontl (po rozpusténi slitiny AZ31) s fosforecnany, které se nachédzely v roztoku
SST. Vytvofeny fosforeCnan hotfe¢naty miize pfispivat k ochrané AZ31 pied korozi. Ani
v ptipad€ SST nebyla na povrchu AZ31 pozorovéana adsorpce hyaluronanu.

Povrchova morfologie zjisténa metodou SEM ukézala, ze slitina AZ31 ponofend v roztoku
NaCl (s 1 bez hyaluronanu) byla celd pokryta koroznimi produkty Mg(OH),. Tato analyza
také neprokdzala dopad na morfologii vlivem hyaluronanu.

Korozni produkty na povrchu slitiny AZ31 v roztoku SST (s i bez hyaluronanu) byly tvofeny
vrstvou Mg(OH), (jako v pfipad¢ NaCl), avSak tento povrch byl navic pokryty jehlicovitymi
krystalky koroznich produkti fosfore¢nanii. Povrchova analyza ukazala, ze povrch Mg(OH),
byl v pfitomnosti hyaluronanu mnohem méné pokryty témito krystalky. To mulze souviset
s tim, ze hyaluronan pfednostné vazal hotecnaté ionty na ukor nerozpustnych fosfore¢nant.
Toto pozorovani je ve shodé se zavéry z EIS méteni.

Diplomova prace jednoznaéné prokazala, ze hyaluronan mize ovlivnit korozni chovani slitiny
AZ31 v prostiedi 0,9 % NaCl a SST. Efekt hyaluronanu zavisi na jeho koncentraci, molarni
hmotnosti a pouzitém koroznim prostfedi.
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8 SEZNAM POUZIVANYCH ZKRATEK A SYMBOLU

CPE konstantni fadzovy posun (constant phase element)

CT pocitacova tomografie (computed tomography)

EDS energeticky disperzni spektroskopie (energy dispersive spectroscopy)

EIS elektrochemickéd impedancni spektroskopie

GDOES optickd emisni spektroskopie s vybojem (glow discharge optical emission
spectroscopy)

HR Hanktv roztok

HY hyaluronan

h-HY vysokomolekuldrni hyaluronan (high molecular weight-hyaluronan)

I-HY nizkomolekuldrni hyaluronan (low molecular weight-hyaluronan)

OoCP potencial otevieného obvodu (open circuit potential)

PD potenciodynamickd polarizace

PDA polydopamin

SCE nasycend kalomelova elektroda (saturated calomel electrode)

SEM rastrovaci elektronovy mikroskop (scanning electron microscope)

SFR simulovany fyziologicky roztok

SHE standardni vodikova elektroda (standard hydrogen electrode)

SST simulovand synovidlni tekutina

XPS rentgenova fotoelektronova spektroskopie (X-ray photoelectron spectroscopy)

a koeficient mezi O a 1

ChY koncentrace hyaluronanu

Ecorr korozni potencidl

E\e potencidl pracovni elektrody

icorr korozni proudova hustota

j imagindrni jednotka

L induktance

—Im(Z) imaginarni slozka impedance

logi logaritmus proudové hustoty
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M,my molarni hmotnost

0 prvek konstantniho fdzového posunu v elektrickém obvodu
R odpor

Re(Z) realné slozka impedance

R, polariza¢ni odpor

R, odpor roztoku

w uhlovi frekvence

Y parametr tykajici se kapacity

ZcPE impedance konstantniho fadzového posunu
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