VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA STROJNIHO INZENYRSTVI

FACULTY OF MECHANICAL ENGINEERING

USTAV MATERIALOVYCH VED A INZENYRSTVI

INSTITUTE OF MATERIALS SCIENCE AND ENGINEERING

PRIPRAVA VLAKEN NA BAZI BIOSKLA A SKLO-
KERAMIKY METODOU ELECTROSPINNING

ELECTROSPINNING OF BIOGLASS AND GLASS-CERAMIC FIBERS

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE Zdenka Kozakova
AUTHOR

VEDOUCI PRACE doc. Ing. Klara Castkova, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2020






VYSOKE UCENI FAKULTA
TECHNICKE STROJNIHD
V BRNE INZENYRSTVI

Zadani bakalarské prace

Ustav: Ustav materialovych véd a inZzenyrstvi
Studentka: Zdenka Kozakova

Studijni program: Aplikované védy v inzenyrstvi

Studijni obor: Materialové inzenyrstvi

Vedouci prace: doc. Ing. Klara Castkova, Ph.D.
Akademicky rok: 2019/20

Reditel ustavu Vam v souladu se zakonem &.111/1998 o vysokych $kolach a se Studijnim a zkusebnim

fadem VUT v Brné urCuje nasledujici téma bakalarské prace:

Priprava vlaken na bazi bioskla a sklo—keramiky metodou
electrospinning

Struéna charakteristika problematiky ukolu:

Prace se bude zabyvat pfipravou vlaken na bazi bioskla a sklo—keramiky metodou elektrostatického
zvlaknovani zejména pro biomedicinské aplikace. Bude studovan vliv parametrt prekurzoru pro

zvlaknovani a parametrl procesu zvlakhovani na morfologii a slozeni vlaken.

Cile bakalarské prace:
Cilem prace je pripravit vlakna na bazi bioskla a sklo—keramiky s definovanou mikrostrukturou a

chemickym a fazovym slozenim.

Seznam doporucené literatury:

BRINKER, C. J. Better Ceramics through Chemistry - an Overview of Sol-Gel Technology. Abstr Pap
Am Chem S. 1990, 217-COLL.

HENCH, L. L. and J. WILSON. An Introduction to Bioceramics. World Scientific 1993.

RAMASESHAN, R., S. SUNDARRAJAN, R. JOSE and S. RAMAKRISHNA. Nanostructured
ceramics by electrospinning. Journal of Applied Physics, 2007.

WU, H., W. PAN, D. D. LIN and H. P. LI. Electrospinning of ceramic nanofibers: Fabrication, assembly

and applications. Journal of Advanced Ceramics, 2012, 2-23.

Fakulta strojniho inzenyrstvi, Vysoké uceni technické v Brné / Technicka 2896/2 / 616 69 / Brno



Termin odevzdani bakalafské prace je stanoven ¢asovym planem akademického roku 2019/20

V Brné, dne

L.S.

prof. Ing. Ivo Dlouhy, CSc. doc. Ing. Jaroslav Katolicky, Ph.D.
feditel Ustavu dékan fakulty

Fakulta strojniho inzenyrstvi, Vysoké uceni technické v Brné / Technicka 2896/2 / 616 69 / Brno



Abstrakt

Bakalafska prace je zaméfena na piipravu vlaken na bazi bioskla a sklokeramiky.
Teoreticka Cast prace shrnuje rozdéleni a popis biomaterialt a jejich vyuziti
v biomedicinskych aplikacich. Hlavni ¢ast prace se zabyva pfipravou bioskla se zaméfenim na
pripravu pomoci elektrostatického zvlaknovani. Experimentalni cast je zaméfena na piipravu
vladken na bazi bioskla metodou elektrostatického zvlaknovani. Byly studovany rizné typy
prekurzorii bioskel a posuzovana jejich zvlaknitelnost, morfologie a biologicka aktivita
ptipravenych vlaken. Vlakna byla analyzovana pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie a
interakci v simulované télesné tekuting. Jako perspektivni pro biomedicinské aplikace byla
vyhodnocena vlakna ptipravena z prekurzoru na bazi bioskla 45S5 a polyvinylalkoholu.

Klic¢ova slova

Elektrostatické zvlaknovani, biosklo, sklo-keramika, vlakna, bioaktivita
Abstract

Bachelor thesis is focused on the preparation of fibers based on bioglass and
glass-ceramics. The theoretical part of the work summarizes the division and description of
biomaterials and their use in biomedical applications. The main part of the work deals with
the preparation of bioglass with a focus on the preparation by electrospinning. Experimental
part is focused on the preparation of fibers based on bioglass by electrospinning. Different
types of bioglass precursors were studied and their spinnability, morphology and bioactivity
of the prepared fibers were assessed. The fibers were analyzed by scanning electron
microscopy and interactions in simulated body fluid. Fibers prepared from bioglass 45S5 and
polyvinylalcohol precursor were evaluated as promising for biomedical applications.
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1 Uvod

Vyrobou keramiky se lidé zabyvaji od pravéku. Keramické nadoby vznikaly jiz 9 000
let pred nasim letopoctem. Material prochéazi postupnym vyvojem zpracovani a v dneSni dobé
se konstruk¢ni keramika vyrabi pfedevsim z Cistych praskti a mize byt pouzita jako nadhrada
kloubti nebo jako dentalni implantaty. Podobnym vyvojem prochézi i sklo. Od sklenénych vaz,
ptes okenni tabule, dioptricka skla bryli az k biomedicinskym aplikacim.

Pro biomedicinské aplikace je optimalni, aby byl materidl takzvané bioaktivni. Tedy
aby jeho povrch reagoval specificky pii vlozeni do lidského téla. Jednim z nejvyznamnéjSim a
intenzivné studovanym bioaktivnim materialem je Bioaktivni sklo (také biosklo), které vyvinul
Vv roce 1969 se svymi spolupracovniky Larry Hench. V roce 2006 byl publikovan clanek:
“The story of Bioglass“. V némz je popisovan cely vyvoj bioskla. Béhem cesty autobusem
probé¢hla diskuze mezi Larry Henchem s plukovnikem (vracejicim se do Ameriky z Vietnamu)
o materialech schopnych vydrzet vysoké energie zateni. Plukovnikem byl vznesen dotaz, zda
Ize vytvofit material, ktery nebude odmitnut lidskym télem umoziujici regeneraci kosti.
Odpovédi na tuto otazku bylo biosklo. V roce 1969 americka armada financovala ro¢ni vyzkum
testovani hypotéz. Prvni vzorky byly vytvofeny tavenim skla a testovanim na mysich. Tento
material vytvofil zivy spoj s kosti a nezptsobil negativni autoimunitni reakci zivého organismu.
[1; 2]
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2 Cile prace
Cilem prace je pfipravit vlakna na bazi bioskla a sklo-keramiky s definovanou
mikrostrukturou a chemickym a fazovym slozenim.
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 Sklo a keramika

Prvni vyrobky z keramiky jsou datovany jiz v pravéku. Nejzndméj$Sim nalezem je
pravdépodobné soska Véstonické venuse, jejiz stafi odhaduji odbornici na 23-30 tisic let.
Véstonicka venuse byla zhmotnéna z hliny, popela ale také prachu z kosti. V obdobi neolitu
jsou uz sosky vyrabény z palené hliny. Tato tradic¢ni keramika se v neolitu, zac¢ala pouzivat i na
vyrobu nadob. V obdobi 4-3. tisicileti pfed naSim letopoctem keramické nadoby vznikali
pfedev§im za ucéelem uchovani potravy — obili ¢i mouku nebo vody. Keramiku tehdy
zpracovavali ruén€. Pozdéji z keramiky vyrabéli zdobené vazy a ¢iSe na hrncifském kruhu.
Postupem casu pak vznikala pecetidla a hladka keramika, kterd méla imitovat kovové povrchy.
Ve stfedni Evropé se pak od 9. stoleti zacala rozmahat keramika cihlarskd a v stoleti
17.a 18. prvni porcelan. [3]

Pokrocila keramika se od té pivodni tradi¢ni 1isi jak v pouzitych surovinach (Casto
keramické prasky), tak v zpracovani a tim vzniklymi rozdilnymi vlastnostmi. Jak tradi¢ni, tak
pokrocilou keramiku vSak mizeme definovat stejné. Keramické materialy jsou anorganické
nekovové materialy, které obsahuji kovové a nekovové prvky, vazané predev§im iontovymi
nebo iontové-kovalentnimi vazbami. [4]

Mezi keramiky tak zahrnujeme celou fadu materiald s riznym chemickym slozenim i
vlastnostmi, naptiklad oxid hlinity — Al2Os, oxid hote¢naty — MgO, oxid kiemicity — SiO2 nebo
také karbid kfemiku SiC a jejich kombinace. Pro vSechny je vSak typicka krystalicka forma. To
znamena, ze atomy jsou pravidelné uspofddany i na dlouhou vzdalenost. Keramiky obecné
vynikaji vysokou odolnosti vii¢i teploté, maji vysokou tvrdost, nekoroduji, ale jsou velmi
kiehké. U pokrocilé keramiky jsou uméle piipravené, Cisté praSky nejprve tvarovany a poté
tepelné zpracovany — vysuseny a slinovany. Tim vznik4 zrnita struktura keramik. Castice se
spojuji do kompaktniho celku za vysokych teplot, zasadné vSak pod teplotou tani daného
materialu. Timto se keramika odlisuje od skla. [4; 5]

Sklo je amorfni material, v materidlu nelze pozorovat jednotliva zrna ¢i opakujici se
pravidelné usporddani na dlouhou vzdalenost. Z roztavené sloucCeniny se fizenym
ochlazovanim vyrabi sklo. To miZe byt béhem ochlazovani tvarovano napiiklad valcovanim.
Jako sklo-keramiku ozna¢ujeme sklo, které casteéné zkrystalizovalo. [4]

Keramiky mayji Siroké spektrum vyuziti. Ve stavebnictvi se pouzivaji jako krytiny sttech,
tepelné izolace, cihly palené, dérované i duté, nebo jako ozdobna keramika na zahradu a jiné
architektonické prvky. Bézné vyuziti nalezneme i v domécnostech ve formé porcelanu, ¢i
kameniny, nebo jako soucéastky pro elektrotechniku. Keramika nalézd své uplatnéni i
v elektronice, 1ékafstvi a optice. Jednou z nejvyznamnéjsich aplikaci keramiky v dnesni dobé
je biomedicinské inzenyrstvi.
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3.2 Biomaterialy

Slovo biomateridl se obecné pouzivd pro Sirokou skupinu materiald, vyuzivanych
v biomedicinskych aplikacich. Jedna z definic slova biomaterial fika, ze:

., Biomaterial je material urceny k propojeni s biologickymi systéemy za ucelem
vyhodnoceni, oSetieni, zvétSeni nebo nahrazeni jakékoli tkané, organu nebo funkce téla* [6]

Tato definice byla formulovana na Sest¢ém ro¢niku mezinarodniho symposia o
biomaterialech v roce 1999. Casto jsou tyto materidly vyrabény na miru, tak aby odpovidali
pozadavkiim lékaiim, jako nahrada kosti, tkdni, nebo organti. Proto jednotlivé biomateridly
nejsou vhodné ke vSem druhlim nahrad v lidském téle, a tak se toto odvétvi stalo velmi
rozsitenou védou. Soucasné jde vSak o védu slozitou a pro dalsi vyvoj lidstva velmi podstatnou.
Pti vyrobé biomateriall je kombinovana znalost 1ékatii tkdtiového inzenyrstvi, s chemickymi a
biologickymi pochody v téle a materialovym inZenyrstvim. [6]

Umeéle vyrobené materialy vznikaji v laboratofich naptiklad z kova, keramiky,
vyrobené ze skla nebo kompoziti. Biomateridly musi spliiovat mnoho kritérii, protoZe jsou
Vv piimém styku slidskym organismem. Hlavnim kritériem je biokompatibilita.
Biokompatibilitou se rozumi biologicka sndSenlivost. Tedy schopnost lidské tkan€ piijmou
implantat. Organismus si béhem daného Casu vytvaii protilatky na svoji obranu, pokud jich
nevytvoii pfili§ a snizi se riziko infekce, byva materidl télem pfijat. Pak mizeme material
oznacit jako biokompatibilni. [7; 8]

Mezi dalsi kritéria na materidl patii i reprodukovatelnost vyroby dan¢ho materidlu a jiné
ekonomické a technické pozadavky.

3.2.1 Déleni biomateriala

Déleni biomateriali podle reakei probihajicich v organismu:
Bioaktivni

Bioaktivita je definovana jako schopnost materidlu vyvolat specifickou biologickou
reakci mezi tkani a implantatem. [7]

Bioinertni

U néekterych materialit mize byt naopak poZzadovana bioinertnost. Takové materialy po
vlozeni do t€la nevyvolavaji zadnou reakci s kostmi a tkanémi. [8]

Resorbovatelné

V organismu se resorbovatelny material rozpousti a poskytuje ,,stavebni* jednotky
k obnoveni pavodni kostni tkan¢. Diky interakcim s Zivym organismem se postupné vstiebava
bez vzniku skodlivych slozek. [7]
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Rozdéleni podle materialu

e Kovy

e Polymery

e Keramiky

e Kompozity
Kovy

Nejrozsifengj$imi implantaty jsou pravé ty kovové. Jsou pouzivany predevsim diky
jejich vysoké mechanické odolnosti proti opotiebeni a vynikajici odolnosti proti unaveé,
vyznacujici se vysokou pevnosti a houzevnatosti. Nicméné kovy snaze podléhaji korozi, coz
muze vést k hromadéni kovovych ionti v lidském organismu a nizsi biokompatibilité. Kviili
tomu dochazi nékdy k reoperacim. Pfi nich je souc¢asny kovovy implantat nahrazen novym. U
zubnich implantati se korozi ptedchazi povlakovanim oxidy, vznika tak pasivni vrstva, ktera
zabranuje vylucovani iontl. DalSim zpusobem, jak predchézet korozi je legovanim
alespon 12 % chromu do slitin Zeleza, i ten umoziuje vznik vrstvy povrchové — oxidu chromu.

[9]

Kovové implantaty jsou vyrobeny napiiklad z titanu a jeho slitin (napf. Nitinol — slitina
titanu s niklem), kobaltu a jeho slitin, zlata a st¥ibra (amalgam — cca 65 % Ag, <29 % Sn, 6 %
Cu, 2% Zn, 3 % Hg). Aplikaci pak nachazi nejen v ortopedii (kycelni, kolenni, ramenni kloub,
fixace patefe, Srouby k trvalé i docasné fixaci kosti), ale i v kardiologii (chlopn¢), stomatologii
(kofeny, korunky) nebo jako stenty a katétry. (viz. Obr. 1-4) [8;10]

Obr. 1: Nahrada kolenniho kloubu [11] Obr. 2: Deska k fixaci zlomenin [12]

Obr. 3: Amplatzeriv okluder k uzavieni sifiového Obr. 4: Dogasna fixace zlomené kli¢ni kosti [14]
septa [13]
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Polymery

Polymery patfici do biomateriali mizeme dale délit na pfirodni a syntetické. Snadno
1ze produkovat velké mnozstvi téchto latek. Jejich vlastnosti miize byt i resorbovatelnost a nizka
hustota. Polymery vSak nemaji dostate¢né mechanické vlastnosti, a proto nejsou pouzivany na
nahrady vétSich nosnych ¢asti v téle. [6;15]

Piirodni polymery byvaji bioaktivni a umoznuji tak pfilnavost tkani k povrchu
implantatu. Radime mezi né napiiklad kolagen, kyselinu hyaluronovou a fibroin, pouzivané
jako nahrady kostnich tkani. [7]

Syntetické polymery jsou vyuzivany zejména V tkanovém inZenyrstvi jako takzvané
»leseni“ oznaCované také jako skafold. Tento vyraz pievzala CeStina z anglické odborné
literatury. Dalsi vyuziti nachazi polymery jako umélé chrupavky nebo cévni systémy, jako
materialy pro umély sval nebo podpurné konstrukce (viz. Obr. 5). Jejich zastupcem je napiiklad
nylon, polyvinylalkohol (PVA) a polyvinylpyrrolidon (PVP), kompozit PVA/PVP, vladkna
zZ kyseliny polymlécéné (PLA) a glykolové (PGA). Vyhodou syntetickych polymeri je moZnost
ptipravy nahrad s riiznymi vlastnostmi a rozdilnou dobou rozkladu. [1;6;16]

Obr. 5. Piiklady vyuziti polymera
v biomedicinskych aplikacich [16]

Keramiky

Keramika je diky svym vlastnostem stile Ccast€ji vyuzivanym materidlem
v biomedicinskych aplikacich. Vysoka tvrdost, odolnost proti korozi a opotifebeni umoZiiuji
nahrazeni dosavadnich kovovych implantatd, naptiklad kolennich kloubi, keramikami. Dalsi
vyhodou je moZnost vytvofit ndhrady bioinertni, bioaktivni 1 resorbovatelné a pfizptsobit tak
implantat pro konkrétni vyuziti. Hlavni nevyhodou keramik je jejich kiehkost a tim zpiisobena
nachylnost k lomu, a taky obtizna vyroba. [15]

Obvykle se keramika vyuziva ve stomatologii, jako korunky, protézy, cementy a
koteny. K tomuto ucelu je vhodnd keramika na bazi oxidu zirkonicitého, nejcastéji
stabilizovana oxidem yttria. Esteticky jsou keramické zubni ndhrady zadané€j$i nez kovy,
protoze jejich barva a c¢asteCné 1 pruhlednost pfipomind vzhled pivodnich zubl. Kromé
stomatologie jsou biokeramiky vyuzivany i v ortopedii a tkanovém inzenyrstvi, kde své
uplatnéni nachazi 1 hydroxyapatit, bioskla a sklo-keramiky, Casto jako tenké povlaky nanaSené
na implantat, k zvySeni procentudlni uspésnosti implantace. [15]

20



Kompozity

Kompozitni materidly vznikaji za ucelem zlepSeni vlastnosti dosavadnich ndhrad.
Kombinaci dvou a vice slozek vznikaji materialy s lepSimi mechanickymi i biologickymi
vlastnostmi, napiiklad lepsi biokompatibilitou. Kompozity lze aplikovat jako zubni nahrady,
um¢lé klouby, ¢i srde¢ni chlopné (viz. Obr. 6 a 7). [6;15]

FEMORAL
COMPONENT
Metal

LV

PLASTIC TIBIAL INSERT TIBIAL BASEPLATE i

Polyethylene Metal
- —f s ﬂ

Obr. 6: Dentalni nahrada z kompozitu kov-keramika  Obr. 7: Implantat kloubu z kompozitu kov-polymer [18]
vlevo, celokeramické nahrada vpravo [17]

Pouziti biomaterialu

V soucasnosti nachdzi biomateridly velké uplatnéni. Technologicky pokrok a
probihajici vyzkum umoznuji stale $irSi pole vyuziti. Bioinertni, bioaktivni i resorbovatelny
implantat po ur¢itou dobu nahrazuje ¢ast zivé tkané a jeji funkci. Pokrocila medicina umoziuje
operace probihajici ve sterilnim prostfedi, které zajistuji snizeni rizika infekci a tim zvySuji
uspésnost operaci. Obecné znamé je naptiklad pouziti kovovych implantati jako ndhrady
kolennich a ky¢elnich kloubti.[15]

Implantaty Ize pouzit i k uzavieni defektu sinového septa (srdce) nebo jako ¢asti zubnich
implantat. Dalsi vyuziti nachazi biomaterialy v kardiostimulatorech, prsnich implantatech,
intravendznich katétrech, kloubni nahradach, jako kostni pojiva, umélé chlopné, cévy i jako
dopravce ¢k v té€le. Mimo jiné jako vstiebatelné stehy, stenty, drenazni katétry, pomucky pro
dialyzu nebo jako shunt (uméle vytvorena spojka mezi komorou a télni dutinou) umoziujici
1é¢bu hydrocefalu (nahromadéni mozkomisniho moku) (viz Obr. 8). [6;10]

Mezi tyto materialy patii i nahrady ktze, bud’ z kizi prasat — xenotransplantace nebo od
jiného c¢lovéka — alotranspalantace a autotransplantace, pfi které je kiize odebrana ze stejné¢ho
jedince a jiného mista. Kromé té€chto ptikladl se biomaterialy pouzivaji i na kontaktni ¢ocky,
které jsou kazdodenné¢ pouzivany bez 1ékatské asistence. [19]
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Obr. 8: Pouziti biomateriald v lidském téle [10]

3.2.2 Biokeramika

Biokompatibilni keramika zahrnuje Sirokou $kalu materialu, jejichZ vyzkum vzrista od
20. stoleti. Odolnost proti korozi nabizela moZnost nahrazeni kovovych implantatd, ¢im by
mohlo dojit k sniZeni rizika infekce a potiebé reoperaci.

Biokeramiky tak zacaly vznikat jako bioinertni ndhrady kloubii z oxidu hlinitého Al2O3
a pozd¢ji jako zubni nahrady z oxidu zirkoni¢itého ZrO (viz. Obr. 9 a 10). Oxid zirkonicity
existuje ve tfech krystalickych formach. Pii pfipravé implantatu za vysokych teplot je ZrO2
Vv tetragonalni fazi, kterd se vlivem ochlazovani méni na monoklinickou. B&hem procesu
dochazi ke zmén¢ objemu materialu, coz vyvolava vznik trhlin. Proto je ZrO; Casto stabilizovan
pomoci oxidu yttria — Y203 a pii pokojové teplot¢ nadale zachovava tetragonalni
zrna.V takovém piipad¢ lze jiz materidl aplikovat ve stomatologii. Diky prihlednosti se
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Vv dentalnich aplikacich pouzivaji i leucitové (Leucit: K2O-Al20-SiO2) sklo-keramiky, z nichz
se vyrabi zubni vyplné. [8;20]

|
o | ===
-
- Korunka Implantat Abutment

Y ) pilif

Obr. 10: Keramicky implantat kolenniho Obr. 9: Zubni implantét ZrO, [22]
kloubu [21]

Po roce 1960 se vyzkum zaméfil na bioaktivni keramiky. Do nich mtizeme fadit i bioskla
a sklo-keramiky. Pivodnim zdmérem k vyuziti bioskla byla uplné nahrazeni tvrdé tkané kosti.
Bioaktivni sklo, jehoz zakladni jednotkou je skupina SiO4*, brzy prokazalo schopnost vazby
s tkani 1épe nez jiné keramické materidly a zacalo se tak vyuzivat ve formé vldken a
k povlakovani kovovych implantatd. [1;2;23]

Tteti skupinou jsou resorbovatelné materidly, jejich Gi€innost v téle je Casové omezena.
V lidském téle reaguji s télni tekutinou, postupné se rozpousti a poskytuji tak ionty vhodné
k obnoveni puvodnich tkani. Jednim z vyuziti reabsorbovatelnych materialu je Ceravital ®
jehoz obsah Si0O; je podobny materidlu Bioglass ® a vyuziva se k operacim stfedniho ucha.
[24]

Biosklo a sklo-keramicka vlakna

Bioskla prokazala lepsi biokompatibilitu nez ostatni bézné€ pouzivané materialy. Lidské
télo je pfijima bez vaznych vedlejSich projevi, jako jsou silné alergické reakce nebo zanéty.
Bioaktivita pak zajist'uje specifické reakce pfi vloZeni do téla. Diky tomu jsou bioskla velmi
zajimavym materidlem, aktualné vsak nedosahuji velkych komercnich tispéchti. Jejich piiprave,
moznostem vyuziti a zlepSeni mechanickych vlastnosti je proto naddle vénovana vysoka
pozornost. Dosavadni vyuZiti nachazi v stomatologii jako plniva, pti povlakovani polymernich
struktur, v systému dorucovani léku nebo v kostnim tkanovém inzenyrstvi, napf. nahrazeni
kostni ¢asti sttedniho ucha. [25;26]

Bioskla, jejichz hlavni slouc¢eninou je oxid kiemicity — SiO2, obsahuji podle druhu skla
jesté dalsi slouceniny: oxid vapenaty — CaO, oxid sodny — Na2O, oxid draselny — K>O, oxid
hotfecnaty — MgO, oxid bority — B2O3 a oxid fosforecny — P2Os v rizném poméru. Bioskla jsou
Casto oznacovana zkratkami (napf. 45S5, 58S a 70S30C,) které souvisi s jejich slozenim.
Existuji i dalsi druhy bioaktivnich skel napf. na bazi oxidi boru nebo fosforu. Jejich ptiklady
véetn¢ slozeni jsou uvedeny v Tabulce 1. [1; 2; 7]

23



Tabulka 1: Druhy bioskla podle chemického sloZeni [1]

[Sﬁ‘r’nzﬁ/roli 455 585 | 70S30C | 13-93B1 | 13-93B3 | PsoCasNis
Na;0 24,5 0 0 58 55 93
K20 0 0 0 11,7 111 0
MgO 0 0 0 4,9 46 0
Ca0 24,5 32,6 28,6 195 18,5 19,7
Si0, 45 58,2 714 34,4 0 0
P20s 6 9,2 0 38 37 71
B20s 0 0 0 199 56,6 0

Tradi¢ni biosklo, dnes také oznacované jako zakladni bioaktivni sklo, je Bioglass 45S5
se slozenim: 45 hm.% SiO2, 24,5 hm.% Naz0, 24,5 hm.% CaO a 6 % P20s. Biosklo 45S5 je
ziejmé& hlavnim zkoumanym druhem skla pfi pouZiti in vivo. Jedna se o latku bez chuti a
zapachu, ktera mé v praskové formé bilou barvu. Zakladni matrici tvofi oxid kfemicity, pficemz
kazdy kfemik je vazany ke ¢tyfem kyslikiim. Kli¢ovou roli k vytvofeni spravnych vlastnosti
hraje idealni procento zastoupeni oxidu kiemicitého SiO2 a vysoky pomér vapniku k fosforu,
ktery zajist'uje podporu vzniku apatitovych krystald. [1]

Bioaktivni skla reaguji s télni tekutinou a tvoti silnou vazbu s kosti. Latkovou vyménou
se uvolnuji ionty Si, Ca, P a Na, coz mize vést k urychleni regenerace ptivodni kosti nebo
mekkou tkani. Zakladem bioaktivity skel je chemickd reakce, pfi niz vznika na rozhrani
material-kost vrstva hydroxy-karbonat apatitu (HCA). HCA se slozenim podoba kosti a
vzajemné tak muZze dochézet k interakcim s kolagenovymi vldkny. Biologicky aktivni ionty
zvySuji ristovy faktor kostnich bun€k a pozitivné tak plsobi na jejich proliferaci (mnoZeni),
diky tomu dochazi k ptimé regeneraci kostni tkané. Reakce na povrchu skla je charakterizovana
iontovou vymeénou, rozpusténim sitovi a tvorbou silanolovych vazeb. Nasleduje polymerace
silikagelu Si-O-Si, vznik vazeb mezi sklem a kosti a precipitace a rust hydroxy-karbonatové
vrstvy (HCA). To umoziiuje bunééné reakce zahrnujici pfipojeni bunék, jejich diferenciaci
(ur€eni funkce buniky) a proliferaci, coz vede ke vzniku kosti. Cely proces je zndzornén
na Obr. 11. [1;23;27]
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Povreh bioaktivniho skla
Vymeéna alkalickych iont s vodikovymi ionty z télnich tekutin
Rozpusténi sitovi a tvorba silanolovych (S1OH) vazeb

Polymerace silikagelu: ~ SiOH + SiOH —» Si—O-Si

Chemisorpce amorfni faze Ca + PO, + CO,
Krystalizace HCA miizky

6 Biochemicka adsorpce rustového faktoru na HCA miizce
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¢ Pusobeni makrofagh
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Log ¢asu [hodiny]

Ptipojeni kmenovych bunék
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9 Diferenciace kmenovych bunék

Faze povrchovych reakci

10 Vytvoreni matrice

11 Krystalizace matrice

12 Proliferace a rust kosti

Obr. 11: Faze povrchovych reakei pfi tvorbé vazby mezi bioaktivnim sklem a kosti [23]

Piiprava bioskla

Tradi¢nim zpisobem vyroby bioskla je taveni prekurzorl a fizené ochlazovani taveniny.
Dal$im modernim zptsobem piipravy bioskla je metoda sol-gel. Metoda sol-gel je definovana
jako chemickd syntéza anorganickych materidlu piipravou solu, gelaci solu a odstranénim
rozpoustédla. Sol pfitom mizeme popsat jako tekutou suspenzi pevné latky v kapaling. Pravé
prechod z kapalné faze (sol) do pevné (gel) vedl k pojmenovani metody sol-gel proces. Mezi
hlavni reakce v sol-gel procesu patii hydrolyza a kondenzace. Na Obr. 12 a 13 je zobrazeno
reak¢ni schéma hydrolyzy a kondenzace tetraethoxysilanu (TEOS), coz je zakladni alkoxidovy
prekurzor sol-gel procesi. [1;2;23;28]

CH,CH,0 OH

Hydrolysis |
CH,CH,O0—— Si —— OCH,CH, T} HO=—— Si =——OH + 4C,H;OH

CH,CH,0 OH

Obr. 12: Reakéni schéma hydrolyzy TEOS [29]

OH ?H
|
condensation: HO—Si~0H + HO—S§i—OH -
H H
C‘)H OH
HO—Si—O0—S8i —OH + H,0

H H

Obr. 13: Reakéni schéma kondenzace TEOS [30]
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Tyto reakce vytvoii fazi sol, tu lze naptiklad odlit do formy. Postupem c¢asu dochazi
ke gelaci, pfi niz jsou koloidni ¢astice spojovany s Casticemi oxidu kiemicitého a vytvati 3D
sit. Starnutim vzorku ponofeného v kapaliné pokracuje proces polykondenzace a dochazi
k vysrazeni gelové sité, coz snizuje porovitost. VysuSenim a naslednou kalcinaci pfi teploté
600 °C vznika sklo. [30]

Prekurzorem pro tuto metodu jsou zejména alkoxidy (alkoholdty). Pro syntézu
bioaktivniho skla je typicky pouZzivanou slouceninou jiz zminény TEOS, déle dusi¢nan
vapenaty a triethylfosfat (TEP). Syntézu publikovali v roce 1991 Rouna Li, Clark a Hench.
Oproti vyrobé skla ztaveniny jsou teploty a mnozstvi dodané energie potiebné k vyrobé
podstatné nizsi. Kromé toho béhem procesu nejsou potieba vysokoteplotni kelimky, které udrzi
zhavou taveninu a potiebna neni ani ochlazovaci lazen. [2]

Kromé procesu piipravy metodou sol-gel stuhnutim ve formach lze prekurzory
zpracovat 1 jinymi metodami. Velmi vyznamna je metoda elektrostatického zvladknovani
(electrospinning), ktera je zalozena na ucinku elektrostatického pole. Tato metoda je detailné
popsand v samostatné kapitole. Dal$i metodou piipravy je odstfedivé zvldknovani. Jak jiz ndzev
napovida, jednd se o zvldknovaci proces vyuzivajici odstfedivé sily. Velkou vyhodou je
schopnost zvlaknovat i nevodivé roztoky s vysokou vytéznosti vlaken. Prekurzory lze také
nanaset elektrorozprasovanim (electrospraying). Tato metoda je blizka metod¢ elektrospinning,
nebot’ také vyuziva vysokého napéti. Pti elektrorozprasovani vSak dochazi ke vzniku malych
kapek, které jsou vétsinou v tenkych vrstvach nanaseny na kolektor.[31;32]

3.3 Electrostatické zvlaknovani

Elektrostatické zvlaknovani je proces, pti némz dochazi k tvorbé vlaken vlivem uc¢inkd
elektrostatického pole. Pfipravit se tak daji nano nebo mikro vlédkna z roztokli polymeri a
keramik. Zakladni schéma pfistroje je uvedeno na Obr. 14.

(a)

Injekeni stiikatka ®) Tnjekéni stiikaka

Spika jehly /
Tayloriv kuzel —
Proud

Vlakna

Staticky kolektor Rotaéni kolektor

s

Neuspoiadana vlakna Orientovana vlakna

Obr. 14: a) electrospinning na pevné umisténou desku, b) electrospinning na rotujici
kolektor [33]

Ptistroj elektrostatického zvlaknovani je slozen z nékolika ¢asti. Uspotadani jednotlivych
¢asti na pfistroji se 1isi podle vyrobce. Mezi hlavni patii injekéni stiikacka, jehla a kolektor a
proces se neobejde bez zdroje vysokého napéti. Prekurzor je z injekéni stiikacky doveden do
jehly, ktera tvoii prvni elektrodu pfistroje, tzv. emitor. Spusténim procesu zvlaknovani
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zpusobuji sily elektrostatického pole piekonani povrchového napéti kapky vytvorené na jehle
a tim dochazi k vytrysknuti roztoku. Na $pic¢ce jehly vznika Tayloriv kuzel a vldkna jsou
ptitahovana elektrostatickymi silami na druhou elektrodu, tzv. kolektor. Pohyb vlaken mezi
jehlou a kolektorem je nahodny a dochazi béhem néj k vysychéani rozpoustédla a tuhnuti vlaken,
ktera jsou nasledné zachytavana. [34]

Cely proces je ovlivnén sloZzenim a vlastnostmi piipraveného roztoku, nastavenim
parametrl procesu a okolnimi podminkami. Prekurzory mohou byt polymerni nebo keramické
roztoky s riznymi druhy rozpoustédel, rozdilnou vodivosti a viskozitou. Na samotném pfistroji
1ze pak krom¢ vymeény raznych typt kolektorti a jehel nastavovat i napéti, davkovani roztoku,
pocet otacek za minutu, vzdalenost mezi emitorem a kolektorem, ptipadné proudéni a ohifev
vzduchu. Pfistroj také ukazuje okolni teplotu a vlhkost, které ovliviiuji zvlaknovaci proces.

Prekurzory

Metoda electrospinning je vhodna k piipravé polymernich material. Idealnim roztokem
jsou prekurzory rozpusténé v alkoholech, nebot’ se odpaiuji rychleji nez vodné roztoky béhem
procesu zvlakniovani. Mezi pouZivané polymery patii napiiklad PVP — polyvinylpyrolidon,
PVA — Polyvinylalkohol nebo PVDF — polyvinylidenfluorid. Nejcastéji se pravdépodobné
setkame s uzitim PVP, protoze je dobfe rozpustny ve vod¢ i alkoholu. Pii ptipravé keramickych
a skelnych vlaken se roztoky michaji spolu s polymery, a tim dochazi ke zlepSeni vlastnosti pro
zvlaknovani. Do roztokl je také mozno piidat povrchové aktivni latky, které jiz v malém
mnozstvi usnadiuji proces zvlaknovani. [32;34]

Viskozita roztoku zna¢né ovliviiuje schopnost roztoku tvofit vlakna. U sklo-keramickych
prekurzort lze viskozitu snadno upravit zménou poméru polymer:sklo. Pokud je viskozita
roztoku pfili§ nizkd, dochazi k teCeni a ¢asto 1 rozprasovani na kolektor ve formé kapek. Naopak
pii vyssi viskozité dochazi Casto k pfed¢asnému tuhnuti roztoku a k ucpani jehly.

Dalsi sledovanou vlastnosti je rychlost vypafovani rozpoustédla. Pii ptipraveé nékterych
druht vlaken je zapotiebi pouzit jako rozpoustédlo vodu, ktera se vypafuje pomaleji nez
alkoholy. Proto muze dochéazet k zachytavani ne zcela suchych vlaken. Ta se v nckterych
piipadech dokonce spoji a vytvaii souvislou vrstvu.

Electrospinning vyzaduje vodivé roztoky, zvySenim vodivosti dochazi k usnadnéni
piekonani povrchové napéti a v procesu lze napiiklad pouzit nizS§i napéti k dosazeni
zvlaknovani.

Parametry pristroje

MozZnosti vymeény emitori a kolektorti zajiSt'uji Siroké spektrum rtiznych vlaken. Nejcastéji
pouzivanym emitorem je jedna jehla s primérem 15,17,19 nebo 21 G (kalibr). Tu lze vyménit
naptiklad za dvé jehly vedle sebe, koaxialni jehlu (dve jehly v sob€) nebo za Sest jehel k zvySeni
produktivity. Tim je umozZnéno zvlakiiovani dvou riznych prekurzor soucasné, vznik dutych
vldken a vldken s riznym sloZenim na povrchu a ve stfedu vldkna. Jako kolektor 1ze pouzit
rotacni valec, ktery umoznuje pfipravu zcela nebo ¢astecné usmeérnénych vldken.
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Nastaveni napéti procesu je velmi dulezitym faktorem. Pokud by napéti bylo nizké, nedoslo
by k ptekonani povrchového napéti. Proto je potieba nastavit napéti vyssi, nez je tieba
k prekonani povrchovych sil. Ptistroj umoznuje vétsinou nastaveni napéti v rozmezi 0-60 kV.
Ptili§ vysoké napéti vSak miize zptsobit vyboj pfistroje a zastaveni celého procesu.

Davkovani roztoku lze ménit i v pribc¢hu zvldknovani. Prab¢h je vhodné sledovat a
davkovani upravit podle rychlosti zvlaknovani. Malé davkovani miize mit za nésledek
prerusovanost procesu a pretrhavani vlaken. Pokud je ddvkovani pfili§ vysoké, dochazi k tvorbé
velkych kapek a n¢kdy i k teceni roztoku po jehle.

Pokud je pouzit rota¢ni kolektor, 1ze nastavit pocet ota¢ek za minutu. Pro neusmérnéna
vlakna sta¢i 100-300 otacek za minutu. Naopak pokud jsou vyzadovéna usmérnénéd vldkna
V jednom sméru, je vhodné nastavit hodnoty 2000 otdcek za minutu. U statického kolektoru
dochazi vzdy ke sbéru neusmérnénych vlaken.

DalSim nastavitelnym parametrem je vzdalenost mezi emitorem a kolektorem. Ta je
dilezitd pro dostate¢né vyschnuti vldken a soucasné pro funkcnost celého procesu. Vyssi
vzdalenost ndm umoziuje tvorbu tencich vldken s lepSim odpatfovanim rozpoustédla. Pti
piekroceni urCité hranice vSak neni elektrostatické pole dostatecné silné a k zvlaknovani
nedochdazi viibec.

Poslednim ovlivnitelnym parametrem je proudéni a ohfev vzduchu, to mlze usnadnit
ptenos vlaken na kolektor. Proudéni plynu za souc¢asného pusobeni elektrostatickych sil se pak
nazyva electroblowing.

Vnéjsi parametry

Pfistroj zaznamenava teplotu a vlhkost okolniho vzduchu. Pokud je teplota vyznamné
vy$$i, dochazi k tvorbé tencich vldken. V béZznych laboratornich podminkach vsak teplota ptilis
nekolisa. Jinak je tomu s vlhkosti, jejiz hodnoty byvaji v rozmezi 28-60 %. Jeji zvySeni
zpusobuje zpomaleni odpafovani rozpoustédla, coz muze mit za nasledek vznik necelistvych
vlakennych struktur.

Elektrostatické zvlakiovani bioskla a sklo-keramiky

Pokrok biomedicinského inzenyrstvi vede k vyuziti elektrostatického zvlaknovani bioskla
a sklo-keramik, které se pak mohou uplatnit jako nahrady pevnych a mékkych tkani. Zakladni
prekurzor bioskla je pfipraven dle pozadovaného sloZeni a nasledn¢ smichén s podplrnym
polymerem. Po zvlaknéni materialu pfichazi na fadu tepelné zpracovani. Pii volbé pouzitych
latek je tfeba dbat na biokompatibilitu v lidském téle, napiiklad pouzitim vody jako
rozpoustédla.
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Ptipravou vldken na bazi bioskla se
zabyvali Jewon Park a kol. Pro svou studii
pouzili kompozit BG-SiC, tedy biosklo spolu
s karbidem kiemiku (53 hm.% SiO2, 4 hm.%
P20s, 20 hm.% CaO, 5 hm.% MgO, 6 hm.%
Na20, 12 hm.% K>0.) Cilem bylo pfipravit
struktury  sniz8§i porozitou, nez maji
keramické skafoldy a zlepSeni mechanickych
vlastnosti. Proto se rozhodli pouzit
zvlaknovaci proces. Bylo prokazano, Ze
vldkna karbidu kfemiku vyrazné zlepSuji
pevnost Vvtahu. Nasledn¢ byla vldkna
testovana v simulované télni tekutiné SBF
(simulated body fluid) po dobu sedmi dnd.
Vysledky jsou viditeIné na Obr. 15. Paty den
jsou jiz pozorovatelné krystaly vznikajici
vymeénou iontll mezi kompozitem a umélou
télni tekutinou. Testovdnim byl vytvofen
kompozit BG-SiC, ktery udrZzuje pevnost
pomoci SiC vldken a souCasn¢ umoziuje
bioaktivitu v téle diky vlaknim bioskla. [35]

Liliana Liverani a kolektiv se zabyvali
ptipravou  vladken ze smésiPLC a
chitosanu s obsahem ¢astic bioaktivniho
skla 45S5 a naslednym testovanim
bioaktivity. Jako rozpoustédlo byly pouzity
kyselina octova a kyselina mravenc¢i. Roztok
chitosanu a PCL v rozpoustédle byl michan
72 hodin s naslednym pfidanim &astic BG.
Testovany byly dvé velikosti ¢astic (Castice
S nominalni stfedni velikosti do 2 pum a
Castice s nominalni stfedni velikosti 20-80
nm). Parametry zvlaknovaciho procesu byly
nastaveny na vzdalenost mezi jehlou a
kolektorem 12.5 cm, napéti 20 kV za pouziti
jehly kalibr 21G, teplota 23-26 °C a relativni
vlhkost 35-50 % za pouziti elctrospinningu
Starter Kit 40KV Web. Bylo potvrzeno, zZe
Castice bioskla si  zachovavaji svou
bioaktivitu pti uloZzeni v polymerni matrici
(viz. Obr. 16). [36]

[ 13-93 Bioactive glass fiber ][ EDS analysis ]
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Obr. 15: Reakce vlaken 13-93 v roztoku SBF po dobu sedmi
dna. [35]

Obr. 16: SEM fotky vzorki PCLCS pied (A) a po 7 dnech
ponofeni do roztoku SBF (B); Vzorek PCLCS_mBG pred (C) a
po 7 dnech ponofeni do roztoku SBF (D); Vzorek PCLCS_nBG
pted (E) a po 7 dnech ponoteni do roztoku SBF (F). [36]
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Wei Xia a kolektiv studovali vliv parametra elektrostatického zvlaknovani na tloustku a
morfologii bioaktivnich vlaken. Zvolenym polymerem byl Polyvinylpirolidon a jako surfaktant
pouzili Pluronic. V 50 ml alkoholu spolu s 0,5 ml HCI bylo pfipraveno sklo o slozeni: 6,7 g
TEQOS, 0,58g TEP a 1,48 g Ca(NO3)2-4H20. Mezi jehlou a kolektorem byla nastavena
vzdalenost 5 cm. Po zvldknéni byly vldkna jeden den uchovavana pfi teploté 37 °C a nasledné
kalcinovana na 600 °C po dobu 5 h. Na obrazku je znazornén vliv kalcinace na vlakna. Na
Obr. 16 A jsou vlakna pted kalcinaci, 16 B pak zachycuje vlakna po kalcinaci. Vlakna se
smrstila v priméru o 85 nm a stala se por6znimi a zachovala si svou amorfni strukturu. Studie
ukézala, ze pouziti PVP vedlo k tvorbé hladkych vldken, jejichZ primér byl sniZzen naslednou
kalcinaci (viz. Obr. 17). [37]

<50 5070 70-80 80-80 90-100
Diameter (nm)

Obr. 17: (A) SEM fotka BG/PVP/P123 kompoztitnich vidken BG (0.33 ml mI™), PVP (0.2 g mI™) a P123 (0.27 g mI™). (B)
SEM fotka vzorku po kalcinaci na 600 °C v ¢ase 5 h. (C) Distribuce velikosti vlaken. (D) Ftoka z TEM vzroku kalcinovaného
na 600 °C po dobu 5h. [37]

Uvedené vysledky ukazuji vysokou variabilitu moznosti pfipravy materiald na bazi bioskla
metodou electrospinning, a to jak z pohledu procesnich parametrd, tak z pohledu slozeni
materialu a volby jeho prekurzort. Tato prace se zaméfuje na ptipravu vldken na bazi bioskla
z vodnych roztokii prekurzorti, které¢ jsou obecné obtizné zvlaknitelné diky nizké elektrické
vodivosti a relativné pomalému odparovani vody. Cilem prace je tedy optimalizace jak slozeni
prekurzoru pro zvlakiovani, tak procesnich parametri pro pfipravu bioaktivnich vlaknitych
struktur na bazi bioskla perspektivnich pro aplikaci v tkafiovém inZenyrstvi.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité materialy
Pro ptipravu prekurzort bioskel (BG) byly pouzity chemikalie uvedené v Tabulce 2.

Tabulka 2: Seznam pouZitych chemikalii
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Oznaceni Material Vyrobce Zemé puvodu
HNO3 Kyselina dusi¢na PENTA Ceska
republika
H3PO4 Kyselina fosfore¢na PENTA Ceska
republika
TEOS Tetraethylortosilikat Sigma-Aldrich  Némecko
TEP Triethylfosfat Sigma-Aldrich  USA
Ca(NOs3)2:4H20 Tetra hydrat dusi¢nanu vapenatého  Lach-ner Ceska
republika
NaNOs Dusi¢nan sodny Lach-ner Ceska
Republika
NaCl Chlorid sodny Lach-ner Ceska
republika
CTAB Hexadecyltrimethylamonium Sigma-Aldrich  Cina
bromid
PVA130 Polyvinylalkohol Sigma-Aldrich  USA
(Mw=130 000 g - mol ?)
Tabulka 3: Chemikalie pouzité pro piipravu danych prekurzora
Prekurzory
Chemikalie 45S5 45S5-P 45S5-Na | 45S5-PNa | 58S 70S30C
HNOs3 v N4 v v
H3POq4
TEOS v v
TEP V4
Ca(NOs)2:4H20 V4 V4 v v
NaNOs v v
NaCl v v




4.2 Priprava prekurzori pro zvlakinovani

Pro elektrostatické zvlaknovani byly pfipraveny prekurzory bioskel 45S5, 58S a 70S30C,
které byly pfipraveny z chemikalii uvedenych v tabulce 3 ve stechiometrickych pomérech
danych pro spravné slozeni jednotlivych bioskel (Tabulka 1: Druhy bioskla podle chemického
slozeni'). Latky byly za konstantniho michani rozpustény ve vode¢ s pridavkem kyseliny dusi¢né
nebo kyseliny fosforecné. Kazdy z prekurzorti byl také piipraven ve varianté s povrchové
aktivni latkou pfidanim 1 hm.% CTAB. Nasledné byly smichany s 10 % vodnym roztokem
polyvinylalkoholu (PVA) v objemovém poméru BG:PVA 1:1 nebo 3:1. Na zakladé
experimentalnich vysledkti byly dale ptfipraveny modifikace klasického prekurzoru 45S5 a to
nahrazenim TEP a HNOs3 kyselinou fosfore¢nou, nahrazeni NaNOs chloridem sodnym a déle
tieti modifikace byla kombinaci dvou ptedeslych (oznaceno 45S5-P, 4555-Na a 45S5-PNa).
Jednotlivé prekurzory a jejich parametry zvlaknovani jsou uvedeny v nasledujici kapitole.

4.3 Elektrostatické zvlaknovani

Pro zvlaknovani prekurzori byl pouzit ptistroj 4SPIN C4S Lab (viz. Obr. 18), jehoz
vyrobcem je Ceska firma Contipro. Vysoka variabilita pfistroje umoziuje vyménu kolektort i
emitorl a nasledné nastaveni parametrii procesu. Hodnoty parametri, které byly pouzity pfi
piipravé vlaken na bazi bioskla a sklo-keramiky jsou uvedeny v tabulce 4.

Obr. 18: Ptistroj 4SPIN C4S Lab [38]
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Tabulka 4: Parametry ptistroje 4SPIN pfi zvlakfiovani bioskla

Parametr Jednotky Typ/rozsah
Kolektor [-] Plny rota¢ni valec
Emitor [-] Jehla
Doba zvlakiovani [min] 15-90
Vzdalenost emitoru a kolektoru [cm] 7-17
Proudéni vzduchu [1/min] Vypnuto
Ohiev vzduchu [°C] Vypnuto
Napéti [kV] 30-60
Davkovani [ul/min] 10-60
Rotace kolektoru [otacek/min] 800

V tabulce 5 jsou uvedeny procesni parametry zvlaknovani jednotlivych prekurzort
bioskla 4555 a jeho modifikaci. Procesni parametry byly zvoleny po piedchozi optimalizaci pro
kazdy z danych prekurzorti. Pro srovnani mikrostruktury a biologického chovani byl zvldknén
referen¢ni vzorek 10% vodného roztoku PVA130.VSechny vzorky byly zvldkinovany s jehlou
o pruméru 19G na plny rotacni valec potazeny hlinikovou folii tzv. alobalem, pii otackach
kolektoru 800 otacek/min. Okolni teplota se pohybovala v rozmezi 23-24°C a vlhkost vzduchu

byla 24-30%.

Tabulka 5: Parametry zvlakiiovani prekurzoru 45S5 a jeho modifikaci

Vzorek Povrchové Napéti | Davkovani |Vzdalenost| Cas

aktivni latka [kV] [ul/min] [cm] [min]
Referencni vzorek PVA130 X 40 20 13 30
BG SG45S5/PVA130 1:1 X 45-60 10 25,17 10
BG SG45S5/PVA130 1:1 1% CTAB 50 11 17 30
BG SG45S5/PVA130 3:1 X 40 20 13 90
BG SG45S5/PVA130 3:1 1% CTAB 40 20 13 90
BGSG45S5-P/PVA130 3:1 X 40 20 13 45
BGSG45S5-Na/PVA130 3:1 X 40 20 13 45
BGSG45S5-PNa/PVA130 3:1 X 40 20 13 10
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Optimalizované procesni parametry zvlaknovani prekurzori 58S a 70S30C jsou
uvedeny v tabulce 6. VSechny prekurzory byly zvlaknovany jehlou 19G na plny rota¢ni valec
s hlinikovou folii, pti otackach kolektoru 800 otacek/min. Zaznamenané hodnoty okolni teploty
byl 22-23 °C a vlhkost 25-28%.

Tabulka 6: Parametry zvlakiovaciho procesu prekurzori 58S a 70S30C

Povrchové Napéti | Davkovani | Vzdalenost | Cas
Vzorek

aktivni latka [kV] [ul/min] [cm] [min]

BG SG58S/PVA130 1:1 X 45-55 15-21 20,17 10
BG SG58S/PVA130 1:1 1% CTAB 50 20 15 15
BG SG58S/PVA130 3:1 X 40 15 17 10
BG SG58S/PVA130 3:1 1% CTAB 40-60 15-20 17 10
BG SG16/PVA 1:1 X 50 30 13 30
BG SG16/PVA 1:1 1% CTAB 40 50 13 15
BG SG16/PVA 3:1 X 50 36 10 30
BG SG16/10 PVA 3:1 1% CTAB 40-55 30-36 10 10
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4.4 Analyza vlaken

4.4.1 Stanoveni mikrostruktury vlaken

Mikrostruktura a prvkové slozeni byly analyzovany pomoci skenovaciho elektronového
mikroskopu s pfipojenym EDS analyzatorem (SEM, Verios, FEI, CR). Vzorky byly pied
analyzou pouhli¢eny k zajisténi vodivosti povrchu.

Pro stanoveni priiméra vlaken byly pouzity snimky ze SEM a pomoci grafického programu
Gwyddion byla zméfena tloustka nahodné vybranych vlaken. Pro kazdy vzorek bylo zméteno
alespon 15 hodnot. Nasledn¢ byly vypocteny praimérné tloustky vldken jednotlivych vlaken.

4.4.2 Testovani biologické aktivity v SBF

Vzorky byly testovany in vitro (testovani mimo Zivy organismus) interakci se simulovanou
télni tekutinou (SBF). Byl pfipraven roztok SBF s podobnym slozenim iontl jako krevni
plazma (viz. Tabulka 7). Vybrané vzorky byly individualné¢ umistény do uzaviené¢ nadobky
s SBF v poméru plocha vzorku/objem SBF =10, dle publikovaného protokolu [39] a umistény
do inkubatoru, kde byly ponechany pti 37°C po dobu 7-30dnti. Testovani bylo provedeno za
ucelem ovéfeni bioaktivity pfipravenych vlaken. Vzhledem k tomu, ze PVA je ve vodé
rozpustny polymer, je mozné jeho rozpustnost sniZzit tzv. fyzikalnim sitovani pomoci tepelného
oSetfeni viz. [40] , proto byly vybrané vzorky ponechany 8h pii 180°C v laboratorni susarné
(vzorky oznaceny PC).

Tabulka 7: Slozky SBF (mnozstvi latek v 1litru destilované vody)

Chemické slouc¢eniny MnoZstvi
Chlorid sodny — NaCl 8,035¢
Hydrogen uhli¢itan sodny — NaHCOs3 0,355¢
Chlorid draselny — KCI 0,225¢g
Trihydrat fosfore¢nanu draselného — KoHPO4-3H20 0,2301
Hydrat chloridu hote¢natého — MgClz-H20 0,310 |
Kyselina chlorovodikova — HCI 0,040 |
Chlorid vapenaty — CaCl. 0,292 g
Siran sodny — Na2SOq4 0,072 g
TRIS - (CH20H)sCNH: 6,118 ¢
Kyselina chlorovodikova — HCI Vyrovnani na pH 7,4
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5 Vysledky

5.1 Mikrostruktura a slozeni vlaken

Pomoci elektrostatického zvlaknovéani byla studovana ptiprava vldknitych struktur
z prekurzort uvedenych v tabulce 5 a 6. Jako referenéni vzorek byl zvolen 10% vodny roztok
polyvinylalkoholu. Pouzitim prekurzoru na bazi bioskla oznacovaného 45S5, byly pfipraveny
vzorky vlaken, a to konkrétné vzorky s oznac¢enim BGSG45S5/PVA130 v poméru 1:1 s 1 hm.%
CTAB, BGSG45S5/PVA130 vpoméru 3:1 Dbez povrchové aktivnich latek,
BGSG45S5/PVA130 v poméru 3:1's 1 hm.% CTAB. Prekurzor BGSG45S5/PVA130 v poméru
1:1 bez povrchové¢ aktivni latky nebylo mozné zvlaknit.

Mikrostruktura pripravenych vlaken je vidét na Obr. 19 a-d. Vlakna z ¢istého PVA (viz
Obr. 18a) byla hladkd bez vétveni a jejich primér se pohyboval kolem 800nm, tento typ
polymeru je obecné dobte zvlaknitelny.[41] Ptipravou prekurzoru na bazi bioskla doslo ke
snizeni zvlaknitelnosti polymeru a vldkna bylo mozné pfipravit pfi objemovém poméru
biosklo/polymer = 1 pouze v pfitomnosti povrchové aktivni latky CTAB. Ta nejen snizila
povrchové napéti, ale také diky své iontové podstaté zvySila vodivost a tim usnadnila
zvlaknitelnost. Vznikla rovna vlakna ¢astecné vétvena s minimem defektli o pruméru kolem
700nm (viz Obr. 19b).

V ptipad€ vyssiho pomeéru biosklo/polymer = 3 bylo mozné prekurzor zvlaknit 1 bez
povrchové latky. Ptitomnost CTAB vyznamné neovlivnila morfologii vldken, vznikla Casto
vétvena nebo spojena vlakna o priméru v rozmezi 700 az 2000nm (viz Obr. 18c a d). Je vidét,
velikosti jejich priméru. Nicméné niz§i pomér biosklo/polymer neumoZznil pfipravu
dostate¢ného mnozstvi vladken, proto byl pro dalsi experimenty ptfipravy modifikovanych
prekurzori aplikovan vyssi pomér biosklo/polymer = 3.
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Obr. 19: -Mikrostruktura vlaken a) Referenéni vzorek PVA130, b) BGSG45S5/PVA130 v poméru 1:1 s 1 hm.% CTAB, c)
BGSG45S5/PVAL30 v poméru 3:1 bez CTAB, d) BGSG45S5/PVAL30 v poméru 3:1 s 1 hm.% CTAB
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Dale byly pfipraveny prekurzory 45S5 s modifikaci pouzitych chemikalii pro jejich
ptipravu. Byly modifikovany zdroje fosforu (TEP a zaménén za H3POs) a/nebo zdroj sodiku
(NaNOgz nahrazen NaCl) jak je uvedeno v tabulce 3. Prvnim modifikovanym prekurzorem byl
BGSG45S5-P/PVA130. Druhym zvlaknovanym roztokem byl BGSG45S5-Na/PVA130 a treti
modifikaci byl prekurzor BGSG45S5-PNa/PVA130. Na zaklad¢ predchozich experimentii byly
modifikované prekurzory zvlaknovany v poméru 3:1 s PVA bez piidani povrchové aktivni
latky. Vlakna prekurzord BGSG45S5-P/PVA130 a BGSG45S5-Na/PVA130 lze pozorovat na
Obr. 20 a a b. Vznikla vlakna s primérem kolem 1400 nm a s morfologii srovnatelnou
s pavodnimi prekurzory. Také doslo ke krystalizaci, patrné nékteré z pavodnich fazi, coz se
projevilo krystalky viditelnymi v mikrostrukturach obou typa vlaken. Tieti prekurzor
BGSG45S5-PNa/PVA130 se nepodatilo zvlaknit.

CEITEC Nano

Obr. 20: Vlakna modifikovaného skla 45S5 a) BGSG45S5-P/PVA130 3:1 bez CTAB, b) BGSG45S55-Na/PVA130 3:1 bez
CTAB
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Dalsim studovanym prekurzorem bylo biosklo 58S a 70S30C. Tato bioskla maji ve slozeni
eliminovanou sodnou a fosfore¢nou slozku (viz Tabulka 1). Prekurzor BGSG58S/PVA130
v poméru 1:1 bez CTAB nebylo mozno zvlaknit. Béhem proces dochazelo k odlétavani kapek
aktivni latky CTAB se zlepsila zvlaknitelnost prekurzoru. Vlakna BGSG58S/PVA130 1:1
s pfidanym 1 hm.% CTAB je vidét na Obr. 21a. Vlakna méla podobnou strukturu jako vlakna
45S5, byla hladka a vétvenda spriamérem vrozmezi 800-1500 nm. Prekurzory
BGSGS58S/PVA130 3:1 bez povrchové aktivni latky a s 1 hm.% CTAB taktéz nebylo mozné
ptipravit ve formé vldken. Vldkna bioskla BGSG70S30C/PVA130 1:1 s pfidavkem 1 hm.%
CTAB a 1:1 1 3:1 bez povrchov¢ aktivni latky lze pozorovat na Obr. 21b, ¢, d. Z vysledki je
patrné, ze typ prekurzoru bioskla nemél vyrazny vliv na vyslednou morfologii vlaken.
Parametrem urcujicim zvléknitelnost prekurzorti bioskel je zejména optimalni povrchové
napéti, elektricka vodivost a molekularni soudrznost dand zejména polymerni slozkou. Z
uvedenych prekurzorl nejvetsi vytéznost pii zvldknovani byla zaznamenéna pii tvorbé vlaken
z BGSG45S5.

Obr. 21: Mikrostruktura vlaken a) BGSG58S/PVA130 1:1 s 1 hm.% CTAB, b) BGSG70S30C/PVA130 1:1 s 1 hm.% CTAB,
¢) BGSG70S30C/PVA130 1:1 bez CTAB, d) BGSG70S30C/PVA130 3:1 bez CTAB
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5.2 Biologicka aktivita vlaken

Na zaklad¢ uvedenych vysledkl tzn. zvlaknitelnosti a posouzeni manipulacni kvality
ptipravenych vzorki byly vybrany ¢tyfi vzorky pro testovani biologickych vlastnosti interakci
v simulované télni tekutiné (SBF) a to: BGSG45S5/PVA130 v poméru 3:1 bez CTAB,
BGSG45S5-P/PVA130 v poméru 3:1 bez CTAB, BGSG45S5-Na/PVA130 v poméru 3:1 bez
CTAB a pro srovnani vzorek ¢istych PVA vlaken. Vzhledem k rozpustnosti PVA ve vodé byla
pfipravend vlakna fyzikaln€ stabilizovadna tepelnym oSetfenim pii 180°C/8h, které by dle
publikovanych informaci mélo vyznamné snizit rozpustnost PVA a zvysit stabilitu materidlu
[40]. Takto oSetfena vlakna byla ozna¢ena PC a jejich mikrostruktura je vidét na Obr. 22 a-d.
Fyzikalni stabilizace nezménila mikrostrukturu vlaken. Na Obr. 21 lze pozorovat vétvena nebo
spojena vlakna o priméru 900 az 1500 nm srovnatelna s vlakny pied PC (viz. Obr. 19).

a) 7 | b)

D mode i 20 pm RV urr mag [OJ s
10.00 kY 25 pA 5 00 mm Si CEITEC Nano 1 10.00kV  25pA 5000 x |82.9 pm

Obr. 22: Fyzikalné zesit'ovana vlakna po dobu 8h pti 180°C a) PVA130, b) BGSG45S5/PVAL30 v poméru 3:1 bez CTAB, ¢)
BGSG45S5-P/PVA130 v poméru 3:1 bez CTAB, d) BGSG45S5-Na/PVA130 v poméru 3:1 bez CTAB
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Uvedené vzorky byly testovany v SBF po dobu 30 dnti a nasledné zanalyzovany pomoci
SEM zmény mikrostruktury a slozeni. Pro lepsi manipulovatelnost byly vzorky v prvni fazi
testovany tak, jak byly pii zvldknovani uloZzeny na hlinikové f6lii. Na Obr. 23 a a b je vidét, ze
Cisté PVA vldkna se v SBF rozpoustéji, zatimco fyzikalné stabilizovana ziistala nerozpusténa.
Soucasné byla zjisténa nepredpokladand interakce mezi materidlem a SBF s vyslednou lokalni
krystalizaci nové slouceniny. Ta byla nalezena i na povrchu ¢istého alobalu po interakci s SBF.
Patrné zde dochazi ke korozi hlinikové folie vlivem pusobeni n¢kterych slozek SBF [42] ke
vzniku inicia¢nich mist podporujici krystalizaci z roztoku SBF.

2 ‘ D)

T L —

CEITEC Nano

Obr. 23: VVzorky po 30dnech v SBF a) PVA130 b) PVA130 PC

Na Obr. 24 a a b jsou vidét vlakna BGSG45S5/PVA130 v poméru 3:1 bez CTAB a
s fyzikalni stabilizaci po interakci s SBF. Stejn¢ jako v pfipadé dalsiho vzorku na Obr. 25aab
(BGSG45S5-P/PVA130 v poméru 3:1 bez CTAB) viditelné u téchto doslo vlaken ke vzniku
nové krystalické faze na povrchu vlaken v rozsahlém mnozstvi. V piipadé vlaken z prekurzoru
BGSG45S5-Na/PVAL30 v poméru 3:1 bez CTAB doslo i v u fyzikalné stabilizovanych vlaken
k jejich rozpusténi (viz. Obr. 26 a a b). To bylo pravdépodobné zptisobeno fazovou separaci
jednotlivych slozek s vyssi rozpustnosti nez u pfedchozich vzorkd.

H WD det mode | 6l [E— T, —1

x 414pm  40mm [ TLD S . CEITEC Nano

Obr. 24: Vzorky po 30 dnech v SBF a) BGSG45S5/PVA130 3:1 bez CTAB b) BGSG45S5/PVA130 3:1 bez CTAB PC

41



HV
5.00 kv

Obr. 25: Vzorky po 30 dnech v SBF a) BGSG45S5-P/PVA130 v poméru 3:1 bez CTAB b) BGSG45S5-P/PVA130 v poméru
3:1bez CTAB PC

a - - b)

mag O W m i [E——T, g O HAw [E—T,, T —

500kv | 13pA |1 (1[1\3 X 4 © CEITEC Nano 3 p x 414 pm 0 0 CEITEC Nano

Obr. 26: Vzorky testované 30 dnit v SBF: a) BGSG45S5-Na/PVA130 v poméru 3:1 bez CTAB, b) BGSG45S5-Na/PVA130
v poméru 3:1 bez CTAB PC

U vzorkiit BGSG45S5/PVAI130 v poméru 3:1 bez CTAB a BGSG45S5-P/PVA130 v
poméru 3:1 bez CTAB, u kterych jsme zaznamenali rekrystaliza¢ni aktivitu, v§ak mineraliza¢ni
efekt nebyl jasny diky mozné zaznamenané rekrystalizaci na biologicky inertni materialu PVA-
Al folie v dusledku koroze substratu. Proto byly dale tyto vzorky testovany v SBF po sejmuti
Z hlinikové folie.
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Testovani v SBF probihalo sedm dnti a pro srovnani byl testovan vzorek cistych PVA
vlaken. VSechny vzorky byly fyzikdlng€ stabilizovany. Vldkna po interakci s SBF jsou
zachycena na Obr. 27 a 28 a-b. Z Obr. 27 je patrné, Ze Cista PVA vlakna jsou vuéi SBF inertni,
zatimco vlakna s obsahem bioskla jsou bioaktivni. Po interakci s SBF se na povrchu vldken
vytvotila nova spojita krystalickd hydroxyapatitova vrstva. Vzhledem k rozsSitenosti metody
testovani a jejich jednoznaénych vysledkil v ;
odborné  literatufe  Ize  ptredpokladat
pfitomnost hydroxyapatitu z porovnani
vzhledu  krystalické  mikrostruktury s

publikovanymi hydroxyapatitovymi
mikrostrukturami. Nas predpoklad

pritomnosti hydroxyapatitu byl také potvrzen
prvkovou analyzou pomoci EDS, ktera
ukdzala piitomnost vapniku a fosforu v
poméru 1,6. Tato hodnota v rdmci piesnosti

o O HRW WO det  mode

metody  odpovidd  teoretické  hodnoté K 29m s E> S
hydroxyapatitu Ca/P=1,67. Obr. 27: Vzorek PVA130 po sedmi dnes v SBF

a) | b)

Obr. 28: Vzorky po 7dnech v SBF a) BGSGA45S5/PVAL303:1 bez CTAB PC, b) BGSG45S5-P/PVAL30 v poméru 3:1 bez
CTAB PC
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6 Zavér

Na zakladé literarni reSerSe byly vybrany tii typy bioaktivnich skel 45S5, 58S a 70S30C,
jejichz prekurzory pfiipravené sol-gel metodou byly za pomoci PVA elektrostaticky
zvlaknovany Optimalizaci slozeni prekurzorii a parametra elektrostatického zvlaknovani byly
piipraveny souvislé vrstvy vldken a testovana jejich bioaktivita interakci v SBF. Bylo zjisténo,
ze ptidavek povrchove aktivni latky pozitivné ovlivituje zvlaknitelnost vodnych prekurzori.

Jako nejvhodnéjsi material pro elektrostatické zvlaknovani byl vyhodnocen prekurzor na
bazi bioskla 45S5 a jeho modifikace kyselinou fosforecnou. Ty vykazovali efektivni
zvléknitelnost. Z téchto prekurzorti pfipravend vlakna ukazala bioaktivni chovani vznikem
nové krystalické hydroxyapatitové vrstvy na jejich povrchu. Pfipraveny materidl je tak
perspektivni pro Siroké spektrum aplikaci v oblasti tkdnového inzenyrstvi.
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8 Seznam pouzitych zkratek a symboli

Al;03 — Oxid hlinity

B203 — Oxid bority

BG - Biosklo

CaO — Oxid vapenaty

Ca(NO3)2-4H20 — Tetra hydrat dusi¢nanu vapenatého
CTAB - Hexadecyltrimethylamonium bromid
EDS — Energiové disperzni spektroskopie umoziujici prvkovou analyzu
H3PO4 - Kyselina fosfore¢na

HCA — Hydroxykarbonét apatit

HCI — Kyselina chlorovodikova

K20 — Oxid draselny

MgO — Oxid hofec¢naty

Na20 — Oxid sodny

NaNO3z — Dusi¢nan sodny

NaCl — Chlorid sodny

P20s — Oxid fosforecny

PGA — Kyselina polyglikolova

PLA — Kyselina polymlé¢na

PLC — Polykaprolakton

PVA — Polyvinylalkohol

PVDF — Polyvinylidenfluorid

PVP — Polyvinylpyrrolidon

SBF — Simulovana t€lni tekutina

SEM — Rastrovaci elektronovy mikroskop
SG - Sol-gel

SiC — Karbid kfemiku

Si0; — Oxid kfemicity

TEQOS — Tetraethoxysilan

TEP — Triethylfosfat

Y203 — Oxid yttrity

ZrO2 — Oxid zirkonicity
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